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resumo 
 
 
Giardia lamblia é um organismo protozoário capaz de infectar o tracto intestinal 
de diversas espécies de animais onde se incluem os mamíferos. A 
heterogeneidade genética de G. lamblia está devidamente comprovada mas o 
seu potencial zoonótico continua ainda por esclarecer. Neste trabalho, 
analisaram-se 68 amostras de DNA obtidas a partir de fezes de origem 
humana e canina, com o objectivo de identificar os assemblages/genótipos que 
circulam no nosso país. Os resultados obtidos mostraram que os isolados 
humanos correspondiam aos assemblages A ou B, enquanto que os isolados 
caninos pertenciam aos assemblages A, C ou D, tendo por base o estudo do 
locus do gene da β-giardina pelas técnicas de PCR-RFLP e sequenciação de 
DNA. As prevalências dos diferentes assemblages nas amostras humanas 
foram de 94,1 % (32/34) para o assemblage A e de 5,9 % (2/34) para o 
assemblage B, enquanto que nas amostras caninas foram de 67,7 % (21/31) 
para o assemblage A, 6,5 % (2/31) para o assemblage C e de 6,5 % (2/31) 
para o assemblage D. Foram ainda identificadas 2 amostras caninas co-
infectadas com os assemblages A e C (6,5 %) e 4 amostras caninas co-
infectadas com os assemblages A e D (12,9 %). De realçar a identificação de 
um isolado A2, normalmente associado aos humanos, numa amostra de 
origem canina. A análise filogenética revelou que os isolados do assemblage A 
provenientes de humanos e animais eram idênticos entre si. Estes dados 
sugerem que os cães podem desempenhar um papel importante em ciclos 
zoonóticos de transmissão do parasita. 
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abstract 
 
Giardia lamblia is a protozoan organism that can infect the intestinal tract of 
many animal species including mammals. Genetic heterogeneity of G. lamblia 
is well described but the zoonotic potential is still unclear. In this study, we 
analysed 68 DNA samples isolated from human and canine stool specimens, to 
get more insight in the different G. lamblia assemblages/genotypes present in 
our country. Results showed that the human isolates were divided into two 
main assemblages, A and B, while the canine isolates belonged to the 
assemblages A, C and D, on the basis of PCR-RFLP assays and DNA 
sequence analysis of the β-giardin gene. The prevalence of the different 
assemblages in the human samples was 94.1 % (32/34) for the assemblage A 
and 5.9 % (2/34) for the assemblage B, while in the canine samples was 67.7 
% (21/31) for the assemblage A, 6.5 % (2/31) for the assemblage C and 6.5 % 
(2/31) for the assemblage D. We also identified 2 co-infections including the 
assemblages A and C (6.5 %) and 4 co-infections including the assemblages A 
and D (12.9 %) in dogs. An interesting finding was the identification of an A2 
genotype, traditionally linked to human G. lamblia infections, in a dog sample. 
Phylogenetic analysis revealed a close relationship between human and animal 
assemblage A isolates. These findings suggest that dogs may play an 
important role in zoonotic transmission cycles of the parasite. 
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INTRODUÇÃO 
Introdução 
 
1. Giardia lamblia 
 
Giardia lamblia, também designada de G. intestinalis ou G. duodenalis, foi pela 
primeira vez descrita em 1681 por Antonie van Leeuwenhoek que observou o 
organismo ao microscópio enquanto estudava as suas próprias fezes diarreicas 
(Dobell, 1920). Contudo, a descoberta do flagelado Giardia acabou por ser 
atribuída ao checo Vilem Lambl por ter descrito com grande detalhe o 
microrganismo em 1859, e que, julgando que pertencesse ao género 
Cercomonas, o designou de Cercomonas intestinalis (Lambl, 1859). Desde então, 
diversas designações foram atribuídas ao organismo, sendo Kofoid e Christiansen 
(1915), os primeiros a propor o nome de G. lamblia, que se tem mantido, sem 
total acordo, até aos dias de hoje. Contudo, apenas em meados das décadas de 
1960 e 1970 é que se começou a reconhecer a sua importância clínica, ao ser 
observado nas fezes de um grande número de indivíduos norte americanos 
sintomáticos que haviam viajado até à ex-União Soviética (Brodsky et al., 1974) e 
por ter sido identificado como o agente causador de diferentes epidemias 
diarreicas de origem aquática na Europa e nos Estados Unidos da América 
(Moore et al., 1969; Craun, 1986; Jephcott et al., 1986). Em 1981, a Organização 
Mundial de Saúde (OMS) acrescentou finalmente Giardia à sua lista de parasitas 
patogénicos (WHO, 1981). 
 
Com uma dispersão a nível global bastante significativa, estima-se que G. 
lamblia provoque cerca de 280 milhões de infecções em cada ano (Lane & Loyd, 
2002), assegurando deste modo o estatuto de parasita intestinal humano mais 
comum em países desenvolvidos. Nas regiões em vias de desenvolvimento, cerca 
de 200 milhões de pessoas têm giardíase sintomática, sendo reportados 500 mil 
novos casos por ano (WHO, 1996). A elevada prevalência deste microrganismo 
pode ser explicada pela sua alta infectividade, 10 a 100 quistos foram suficientes 
para infectar 100% dos elementos de um grupo de estudo (Rendtorff, 1954), 
aliada à alta excreção do parasita, que pode chegar a 109 quistos por dia durante 
meses (Danciger & Lopez, 1975). Para além disso, calcula-se que os estudos 
epidemiológicos apresentem valores mais baixos que os reais, dada a existência 
de portadores assintomáticos, o facto de nem todos os sintomáticos procurarem 
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assistência médica e pelo facto de nem todos os médicos avançarem para 
exames laboratoriais em doentes com diarreias não sanguinolentas (Yoder & 
Beach, 2007). 
 
G. lamblia é um microrganismo eucariótico, unicelular e flagelado que parasita 
o intestino humano, assim como o de alguns outros mamíferos, incluindo cães, 
gatos, roedores e animais de casco, mas também o de alguns répteis e aves 
(Thompson, 2004), provocando uma doença designada de giardíase, cujas 
manifestações clínicas incluem episódios de flatulência, cólicas intestinais, 
diarreia, perda de peso e produção de fezes líquidas e gordurosas. Anorexia, 
vómitos e aparecimento de muco ou sangue nas fezes são ocorrências mais raras 
(Gardner & Hill, 2001). A intensidade dos sintomas, assim como a gravidade da 
doença são surpreendentemente variáveis, observando-se quadros mais 
reservados em indivíduos imunodeprimidos e quadros moderados a ligeiros em 
imunocompetentes que conseguem, na grande maioria das vezes, resolver a 
infecção naturalmente sem necessitarem de qualquer tipo de tratamento. 
Contudo, reinfecções após curas espontâneas ou induzidas não são episódios 
raros. Por outro lado, as infecções assintomáticas são bastantes frequentes, 
contribuindo desta forma para a propagação do parasita (Adam, 1991). A análise 
cuidada da história clínica do paciente, que frequentemente inclui estadias 
recentes em zonas tropicais, contacto próximo com a natureza ou situações 
relacionadas com condições higiénicas deficientes, aliadas a um quadro de longa 
duração dos sintomas e a perda de peso, permite distinguir uma giardíase de 
outros tipos de infecções gastrointestinais, de origem viral ou bacteriana (Gardner 
& Hill, 2001).  
 
G. lamblia consegue sobreviver no meio ambiente e em alimentos, servindo-se 
todavia da água como o mais importante veículo de transmissão do parasita ao 
homem. Na verdade, o quisto deste parasita não é susceptível aos níveis actuais 
de cloro recomendados para a água de consumo humano e nelas consegue 
resistir durante cerca de 3 meses a 4ºC (Meyer, 1990), o que faz com que o 
aparecimento de surtos seja possível, mesmo em águas com níveis aceitáveis de 
coliformes fecais (Craun, 1986). Outro modo importante de disseminação do 
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microrganismo é através  da via fecal-oral, muito frequente em indivíduos que 
exercem actividades que envolvem um contacto próximo com a natureza (Holtan, 
1988) e em locais de grande densidade e proximidade inter-pessoal, tais como 
em lares de terceira idade e em infantários (Black et al., 1977). Actos 
homossexuais praticados entre indivíduos masculinos também foram identificados 
como uma importante via de transmissão do parasita (Schmerin et al., 1978). A 
transmissão através dos alimentos, quase sempre associada a produtos não 
cozinhados e manipulados com águas contaminadas, não é muito habitual apesar 
de detectada ocasionalmente (Smith et al., 2007). 
 
As discussões acerca das afinidades filogenéticas de Giardia têm sido motivo 
de controvérsia durante anos. Contudo, há actualmente um certo consenso 
acerca das suas origens primitivas. À luz dos novos avanços ocorridos nesta 
matéria, é hoje considerado um descendente da família dos primeiros eucariotas, 
tendo sofrido um processo de divergência evolucional antes do extraordinário 
fenómeno da aquisição mitocondrial (Simpson et al., 2002). Com uma 
organização intracelular muito simples, sem mitocôndrias nem peroxissomas mas 
com um sistema secretório vesicular primitivo que foi proposto como o 
antepassado do complexo de Golgi dos organismos superiores (Marti et al., 
2003a,b), Giardia tornou-se num organismo chave para aqueles que estudam a 
origem e os mecanismos de evolução das células eucariotas.  
 
 
2. Morfologia e ciclo de vida 
 
Com um ciclo de vida relativamente simples, G. lamblia adquire duas formas 
morfológicas distintas, o quisto ou forma infectante e o trofozoíto ou forma 
vegetativa.  
O trofozoíto de G. lamblia coloniza a mucosa do intestino delgado, tem uma 
morfologia característica, bilateralmente simétrica, semelhante a uma pêra e 
mede aproximadamente 12 a 15 µm de comprimento e 5 a 9 µm de largura 
(Figura 1). O citoesqueleto é composto pelos corpos medianos, quatro pares de 
flagelos e um disco ventral (também denominado de disco de sucção ou disco 
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estriado) (Figura 1). O trofozoíto apresenta também dois núcleos anteriores, 
aparentemente idênticos e sem nucléolos, simétricos em relação ao eixo 
longitudinal. Vacúolos lisossomais, grânulos ribossomais e de glicogénio são 
encontrados no citoplasma. Os complexos de Golgi são visíveis durante o 
processo de enquistamento mas a sua presença ainda não foi confirmada em 
trofozoítos (Adam, 1991; Gillin et al., 1996; Adam, 2001). 
O corpo mediano é uma estrutura localizada na linha média do citoesqueleto. 
É uma estrutura única de Giardia spp. e a sua morfologia foi o primeiro parâmetro 
a ser usado no processo de distinção das diferentes espécies. O trofozoíto de G. 
lamblia contem, normalmente, dois corpos medianos cuja morfologia faz lembrar 
as orelhas de um martelo. As suas funções ainda constituem uma área pouco 
esclarecida, mas a afinidade dos anticorpos antigiardina e antitubulina para os 
corpos medianos sugerem que este possa estar funcionalmente relacionado com 
o disco ventral (Piva & Benchimol, 2004). 
Os quatro pares de flagelos (anterior, posterior, caudal e ventral) (Figura 1) 
emergem dos corpos basais, perto da linha média do citoesqueleto. Nove pares 
de microtúbulos estão simetricamente enrolados na zona externa de cada flagelo 
enquanto dois microtúbulos preenchem o seu interior. As funções dos flagelos 
ainda não estão totalmente esclarecidas, estando no entanto relacionadas com a 
mobilidade do parasita e com o processo de adesão às células intestinais (Adam, 
1991). O aparecimento precoce dos flagelos durante o enquistamento pressupõe 
que estes devem desempenhar algum papel dentro desse processo (Buchel et al., 
1987). 
O disco ventral é uma estrutura essencial para a sobrevivência de G. lamblia, 
assegurando a aderência do parasita aos enterócitos, permitindo a obtenção dos 
nutrientes essenciais e evitando a expulsão do parasita do hospedeiro (Erlandsen 
& Chase, 1974). Tem uma estrutura côncava com uma profundidade máxima de 
0,4 µm e ocupa cerca de dois terços da superfície ventral do trofozoíto. A borda 
do disco é suficientemente robusta e é ela que estabelece contacto com a 
superfície intestinal, sendo circundada por uma orla ventrolateral mais flexível 
(Holberton, 1973). O disco ventral é composto por microtúbulos (que contêm 
tubulinas), pontes cruzadas e microbandas (que contêm giardinas), estruturas 
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estas exclusivas de G. lamblia e que se encontram perpendiculares aos 
microtúbulos e às pontes cruzadas (Peattie et al., 1989; Adam, 2001). As 
giardinas constituem uma família de proteínas únicas de Giardia spp., apenas 
encontradas no disco ventral e com um tamanho que varia de 29 a 38 kDa. 
Diversas giardinas foram já clonadas, α1-giardina (Peattie et al., 1989), α2-giardina 
(Alonso & Peattie, 1992), β-giardina (Holberton et al., 1988) e γ-giardina (Nohria et 
al., 1992) e as suas sequências confirmaram a estrutura em alfa hélice destas 
proteínas. Para além destas estruturas, o disco ventral é rico em proteínas 
contrácteis, tais como actina, α-actina, miosina e tropomiosina, que constituem o 
suporte bioquímico para a contracção do disco, essencial para o processo de 
aderência (Feely et al., 1982). A adesão é dependente do metabolismo activo, 
sendo inibido por altas concentrações de oxigénio, temperaturas abaixo dos 37ºC, 
baixas concentrações de cisteína (Gillin & Diamond, 1981; Gillin & Reiner, 1982) e 
também pela acção de determinados fármacos (Katelaris et al., 1994). 
O trofozoíto de G. lamblia possui dois núcleos simétricos aparentemente 
idênticos. A membrana nuclear está parcialmente revestida por ribossomas e 
ainda não houve evidências da existência de nucléolos no seu interior (Adam, 
1991). É genericamente aceite que a replicação ocorre nos dois em simultâneo 
(Wiesehahn et al., 1984), sendo ambos transcricionalmente activos e com 
aproximadamente o mesmo número de genes de RNA ribossómico (rRNA). 
Aparentemente têm a mesma quantidade de ácido desoxirribonucleico (DNA) e o 
mesmo tipo de genes e cromossomas (Kabnick & Peattie, 1990). Contudo, estes 
pressupostos ainda não estão bem esclarecidos, surgindo cada vez mais dados 
que defendem uma maior heterogeneidade entre as duas estruturas. Dados 
recentes apontam para diferenças em relação ao número e tamanho dos 
cromossomas em núcleos da mesma célula (Tůmová et al., 2007), ajudando a 
entender os mecanismos de que os trofozoítos se servem para evitar que uma 
célula (mãe ou filha), após a fisão binária, fique com duas cópias do mesmo 
núcleo (Ghosh et al., 2001). 
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O quisto é a forma infectante de G. lamblia. É resistente ao ambiente externo, 
protegendo-se da lise em ambientes hipotónicos, assim como dos ácidos 
gástricos produzidos pelo estômago do hospedeiro que parasita (Gillin et al., 
1996; Adam, 2001). Com uma capacidade de sobrevivência no meio ambiente 
considerável, o quisto tem uma actividade respiratória equivalente a apenas 10 a 
20% daquela exercida pelos trofozoítos (Paget et al., 1989). O processo de 
enquistamento dá origem a uma estrutura tetranucleada com uma forma 
ligeiramente oval. Os quistos medem entre 5 a 10 µm de diâmetro, sendo 
revestidos por uma parede celular com 0,3 a 0,5 µm de espessura, composta por 
uma camada externa filamentosa e uma camada membranosa interna composta 
por duas membranas (Adam, 1991; Adam, 2001). A parede celular é composta 
por três proteínas estruturais principais (Luján et al., 1995; Mowatt et al., 1995; 
Sun et al., 2003), para além da galactosamina, o açúcar predominante na sua 
superfície (Jarroll et al., 1989). 
 
              Núcleo                     Corpos Basais 
 
 
 
 
              Flagelo                                    Disco ventral 
              Anterior                                   Corpos medianos 
 
 
 
 
                                    
     Flagelo           Flagelo 
    posterior        ventral 
 
         Flagelo caudal  
Figura 1 – Representação esquemática de um trofozoíto de G. lamblia (adaptado de Faubert, 
2000).  
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Durante o seu ciclo de vida, G. lamblia adquire duas formas distintas 
anteriormente descritas, o trofozoíto e o quisto (Figura 2). O quisto, considerado a 
forma infectante, é ingerido através dos alimentos e águas contaminadas ou 
mesmo directamente através da via fecal-oral. Depois de entrar no organismo do 
hospedeiro, inicia o processo de desinquistamento. Esta etapa começa depois do 
microrganismo entrar em contacto com os componentes ácidos do suco gástrico e 
é caracterizado por uma sequência complexa e coordenada de eventos que dão 
origem a dois trofozoítos (Bingham & Meyer, 1979; Hetsko et al., 1998), 
dependente da activação de uma protease específica do parasita (Ward et al., 
1997). Os trofozoítos recém produzidos infectam o duodeno e a porção superior 
do intestino delgado, regiões com um pH alcalino favorável, reproduzindo-se por 
divisão binária e dando início às alterações clínicas características associadas à 
G. lamblia. À medida que os trofozoítos vão passando do intestino delgado para o 
cólon, são sujeitos a estímulos que conduzem à enquistação. Este processo pode 
ser reproduzido in vitro, submetendo os trofozoítos a meios com concentrações 
reduzidas de colesterol e sais biliares ou com concentrações crescentes de bílis a 
pH alcalino (Luján et al., 1997). As proteínas necessárias para a formação da 
parede do quisto são então sintetizadas, resultado de um processo de transcrição 
génica altamente regulado, sendo posteriormente transportadas dando origem à 
estrutura final num processo que decorre entre 14 e 16 horas (Erlandsen et al., 
1995; Luján et al., 1997). A larga maioria dos quistos produzidos, assim como 
alguns trofozoítos, são transportados através do intestino e expelidos com as 
fezes (Figura 2). No meio ambiente, os quistos conseguem sobreviver durante 
meses na água ou em ambientes húmidos, podendo dar início a um novo ciclo se 
ingeridos por um hospedeiro apropriado (Meyer, 1990; Gardner & Hill, 2001). 
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              alimentos 
 
       trofozoíto 
 
água         quisto 
 
 
 
 
 
 
 
     quisto         quisto 
 
 
            quisto 
Figura 2 – Ciclo de vida de G. lamblia. Os alimentos e águas contaminadas com o parasita são 
a principal via de transmissão. Depois de se multiplicar no intestino do hospedeiro, o parasita é 
excretado através das fezes sob a forma de quistos e trofozoítos. Os trofozoítos não 
sobrevivem no meio ambiente e os quistos, mais resistentes, podem depois vir a infectar outros 
humanos e/ou determinadas espécies de animais (adaptado de Kayser et al., 2005). 
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3.  Nomenclatura de Giardia 
 
Os isolados do género Giardia foram inicialmente classificados em função do 
hospedeiro de origem o que levou à criação de mais de 50 espécies diferentes. 
Contudo, este conceito foi rejeitado por Felice (1952) tendo sido propostos 
somente três espécies (G. agilis, G. muris e G. duodenalis) com base nas 
características morfológicas observadas por microscopia óptica. G. agilis infecta 
anfíbios e tem um trofozoíto longo e esguio, com corpos medianos em forma de 
lágrima dispostos quase paralelamente ao axostilo longitudinal. A espécie G. 
muris infecta os roedores e caracteriza-se pela produção de trofozoítos pequenos 
e ligeiramente arredondados, com corpos medianos pequenos e cilíndricos. Os 
trofozoítos de G. lamblia parasitam os mamíferos, incluindo o homem, pássaros e 
répteis e possuem a forma de uma pêra, com corpos medianos no centro da 
célula em posição transversal e em forma de orelhas de martelo. Posteriormente, 
graças ao contributo da microscopia electrónica, foram detectadas algumas 
diferenças morfológicas que levaram à inclusão de novas espécies, cujos isolados 
eram anteriormente classificados como G. lamblia: G. ardeae e G. psittaci, 
específicas de aves, e G. microti específica de roedores (Erlandsen & Bemrick, 
1987; Feely, 1988; Erlandsen et al., 1990; van Keulen et al., 1998). 
 
A espécie G. lamblia engloba organismos recolhidos de diferentes espécies de 
mamíferos. A uniformidade morfológica aparente desses isolados esconde, no 
entanto, uma diversidade genética considerável, que tem estado na base da 
dificuldade em estabelecer uma classificação taxonómica unânime e estável ao 
longo dos últimos anos (Monis et al., 2003). 
As primeiras classificações, baseadas nas características moleculares de G. 
lamblia, dividiram a espécie em três grupos (Nash et al., 1985). Os grupos 1 e 2, 
muito próximos entre si, foram considerados análogos ao assemblage A de 
Mayrhofer (Mayrhofer et al., 1995) e aos isolados Polacos de Homan (Homan et 
al., (1992). Por outro lado, o grupo 3 de Nash (Nash et al., 1985) corresponde ao 
assemblage B de Mayrhofer (Mayrhofer et al., 1995) e aos isolados Belgas de 
Homan (Homan et al., 1992). 
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Todos os isolados de G. lamblia de origem humana foram, até agora, 
classificados dentro dos assemblages A e B (Karanis & Ey, 1998; Cacciò et al., 
2005; Sousa et al., 2006), que por sua vez podem ser subdivididos, através da 
aplicação de técnicas moleculares baseadas na acção de enzimas de restrição, 
em grupos mais específicos: A-I, A-II, B-III e B-IV (Monis et al., 1999; Thompson 
et al., 2000; Monis & Thompson, 2003; Monis et al., 2003; Read et al., 2004). O 
sub-assemblage A-I está amplamente distribuído e uma vez que tem vindo a ser 
isolado de amostras de origem humana e animal (cães, gatos, castores, animais 
de casco) é considerado um grupo com grande potencial zoonótico. Por outro 
lado, o sub-assemblage A-II parece ser específico dos humanos, assim como o 
assemblage B, apesar de já se terem identificado isolados pertencentes a este 
último grupo em animais (Monis &Thompson, 2003; Thompson, 2004).  
A análise de sequências genéticas possibilitou a identificação de cinco novos 
assemblages, específicos de diferentes grupos de animais. Os assemblages C e 
D são considerados específicos dos cães, embora já tenham sido identificados 
em gatos (Hopkins et al., 1997; Monis et al., 1998; Thompson et al., 2000; 
McGlade et al., 2003). O assemblage E parece ser específico de animais de 
casco (Ey et al., 1997; Mendonça et al., 2007) e os assemblages F e G são 
específicos de gatos e ratos, respectivamente (Monis et al., 1999).  
Estudos recentes, baseados na análise de sequências genéticas, 
possibilitaram a diferenciação de grupos ainda mais específicos, denominados de 
genótipos, dentro dos diversos sub-assemblages. Deste modo, o sub-assemblage 
A-I engloba os genótipos A1 e A5, enquanto que o sub-assemblage A-II engloba 
os genótipos A2 e A3, entre outros (Cacciò et al., 2008). 
 
 
4. Patologia e patogénese 
 
A patofisiologia de Giardia é um processo complexo que tem vindo a ser 
gradualmente esclarecido ao longo dos últimos anos, graças à realização de 
alguns estudos que têm oferecido informações valiosas acerca da diversidade de 
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processos que são desencadeados como consequência de uma infecção por 
Giardia (Thompson, 2004). 
Nos indivíduos assintomáticos, os estudos histológicos das mucosas do jejuno 
e do duodeno não costumam apresentar modificações significativas. Contudo, em 
indivíduos sintomáticos, as alterações incluem atrofia das vilosidades intestinais, 
hiperplasia das criptas, danos nas células epiteliais e infiltração leucocitária 
acentuada da Lamina propria. Contudo, a invasão da mucosa e submucosa é um 
acontecimento raro (Brandborg et al., 1967). Biopsias intestinais revelam uma 
vasta distribuição dos parasitas ao longo das vilosidades e dos espaços 
interviloidais, com um arredondamento da barreira microviloidal das células 
epiteliais. No entanto, doentes sintomáticos podem apresentar uma histologia 
normal do jejuno, sem exsudado inflamatório (Brandborg et al., 1967).  
A alteração da permeabilidade da membrana epitelial intestinal é, de facto, 
uma das alterações mais importantes da infecção por Giardia, parecendo resultar 
de efeitos citopáticos directos induzidos por substâncias produzidas pelo parasita 
(Buret et al., 2002). Glicoproteínas (Kaur et al., 2001), proteinases (Jimenez et al., 
2000) e lectinas (Gardner & Hill, 2001), são algumas das substâncias citopáticas 
conhecidas que parecem causar danos directos na mucosa intestinal. Neste 
processo, as membranas periféricas que desempenham um papel importante na 
regulação da permeabilidade epitelial, em particular a zónula ocludina-1, 
aparecem desagregadas. O consequente aumento da permeabilidade epitelial 
tem como consequência uma resposta inflamatória e alterações digestivas ao 
nível da absorção intestinal. Estas alterações estão correlacionadas com as 
lesões da barreira estriada e com a diminuição da actividade das dissacaridases 
(Scott et al., 2002). De salientar, ainda, que as alterações na permeabilidade 
epitelial podem resultar numa maior expressão de antigénios no lúmen, que pode 
exacerbar a ocorrência de alterações alérgicas, frequentemente reportadas em 
humanos infectados com Giardia (Scott et al., 2002). A gravidade da doença está 
dependente dos factores de virulência do parasita bem como do nível nutricional, 
imunológico e de desenvolvimento do hospedeiro (Chin et al., 2002; Scott et al., 
2002). 
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Normalmente, no decorrer da infecção, os trofozoítos não penetram no 
epitélio, não invadem tecidos adjacentes nem entram na corrente sanguínea, 
mantendo-se a infecção restrita ao lúmen intestinal do hospedeiro parasitado 
(Faubert, 2000). 
 
Alguns estados imunológicos parecem predispor à infecção por Giardia. De 
facto, indivíduos hipogamaglobinémicos parecem ter uma maior incidência de 
giardíase e apresentam sintomatologia mais grave, particularmente os que têm 
défices de produção de Imunoglobulina A (IgA) (Faubert, 2000; Langford et al., 
2002). A Imunodeficiência Comum Variável também aumenta o risco de 
desenvolvimento da giardíase crónica sintomática (Katz & Taylor, 2001; Onbaşi et 
al., 2005), enquanto que os doentes infectados com o Vírus da Imunodeficiência 
Humana não parecem ter uma maior susceptibilidade para contrair a infecção 
(Faubert, 2000). 
As defesas do hospedeiro induzidas durante uma infecção por Giardia podem 
ser classificadas dentro de duas grandes categorias, nomeadamente as respostas 
imunológicas e as respostas não-imunes ou naturais. 
O organismo humano possui alguns mecanismos não-imunes capazes de 
responder atempadamente a infecções por trofozoítos de Giardia. Entre eles, 
destacam-se a camada mucosa protectora do intestino, composta essencialmente 
por água, imunoglobulinas e mucinas, que lhe confere uma textura gelatinosa que 
dificulta a adesão dos parasitas (Satchithanandam et al., 1990), o óxido nítrico 
produzido pelos enterócitos, que é um conhecido inibidor de crescimento de 
diversos microrganismos patogénicos (Eckmann et al., 2000), e as defensinas, 
pequenos péptidos libertados pelas células epiteliais intestinais, capazes de se 
ligar e desse modo danificar a membrana de microrganismos patogénicos (Aley et 
al., 1994). Foi também reconhecida uma capacidade anti-Giardia no leite humano 
materno, correlacionada com a presença de sais biliais conjugados (Gillin, 1987), 
ácidos gordos insaturados (Rohrer et al., 1986) e ácidos gordos livres (Reiner et 
al., 1986) na sua composição. 
É amplamente aceite pela comunidade científica que as duas principais linhas 
de defesa imunológica, humoral e celular, intervêm na resposta à infecção por 
Giardia. Contudo, os exactos mecanismos através dos quais o sistema imune 
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interage com o parasita ainda não estão completamente esclarecidos (Abdul-
Wahid & Faubert, 2007). As Imunoglobulinas A (IgA), G (IgG) e M (IgM) anti-
Giardia produzidas pelo hospedeiro são importantes no processo, estando 
directamente correlacionadas com a erradicação do parasita (Daniels & Belosevic, 
1994; Faubert, 2000; Langford et al., 2002). De facto, ratos com deficiências nas 
células B, ou incapazes de as produzir, não conseguiram desencadear uma 
resposta competente a infecções por Giardia (Snider et al., 1985; Snider & 
Underdown, 1988; Stäger & Müller, 1997), sugerindo que a linha de defesa 
humoral é importante durante a resposta à infecção. Em contraste, outros estudos 
sugerem que as células B desempenham apenas um papel limitado neste 
processo e que as defesas independentes das células B desempenham um papel 
importante no controlo e eliminação da infecção (Lai & Mayer, 1997; Singer & 
Nash, 2000). De facto, respostas imunológicas mediadas pelas células T têm 
vindo a ser associadas a diversas patologias intestinais idiopáticas e microbianas. 
Estudos realizados, utilizando modelos animais atímicos, comprovaram que 
muitas das alterações epiteliais intestinais observadas durante a infecção por 
Giardia eram de facto dependentes das células T (Scott et al., 2000; Singer & 
Nash, 2000; Scott et al., 2004). A diminuição da área de superfície da barreira 
estriada, a redução da actividade das dissacaridases e as alterações morfológicas 
observadas nas vilosidades e criptas intestinais foram mediadas por células T 
CD8+, enquanto que a regulação do influxo de linfócitos intraepiteliais foi 
promovida pelas células T CD4+ e T CD8+ (Scott et al., 2004). 
 
 
5. Potencial zoonótico  
 
Actualmente é aceite que algumas espécies de Giardia são específicas de 
determinados hospedeiros, enquanto que outras parecem ter uma dispersão mais 
ubíqua pela natureza. Contudo, os estudos experimentais realizados na tentativa 
de abordar as infecções cruzadas têm sido caracterizados por algumas 
limitações, nomeadamente na dificuldade em observar o parasita em hospedeiros 
com baixa excreção de quistos (Traub et al., 2004), na utilização de isolados não 
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identificados ao nível genético (McDonnell et al., 2003) e na dificuldade 
interpretativa resultante da diversidade genética dos isolados escolhidos, das 
diferenças na viabilidade dos quistos utilizados, dos distintos estados imunitários 
dos hospedeiros envolvidos e das limitações das técnicas de detecção 
(Thompson, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Esquema representativo dos principais ciclos de transmissão de G. lamblia 
(adaptado de Thompson, 2004). 
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Do ponto de vista de saúde pública, e tal como já foi referido anteriormente, os 
grupos genéticos de maior risco zoonótico na G. lamblia são o assemblage A, 
principalmente o sub-assemblage A-I, e em menor extensão o assemblage B 
(Thompson, 2004). Contudo, a dispersão dos assemblages semelhantes por 
diferentes hospedeiros não deve ser, por si só, considerada uma sólida evidência 
da ocorrência de transmissão zoonótica.  
Tendo como base as prevalências de Giardia em diferentes hospedeiros e o 
conhecimento actual acerca dos principais grupos genéticos de G. lamblia, foram 
propostos quatro ciclos principais de transmissão, que mantêm o parasita em 
hospedeiros mamíferos (Figura 3) (Thompson, 2004). 
Em ambientes propícios a elevadas taxas de frequência de transmissão do 
parasita, seria de esperar que as interacções competitivas se pudessem traduzir 
em vantagem para determinados assemblages em detrimento de outros, situação 
essa que parece não acontecer (Thompson, 2004). Exemplo disso é um estudo 
que examinou isolados de cães e humanos, que viviam em contacto próximo na 
mesma comunidade, que revelou que todos os isolados humanos pertenciam aos 
assemblages A e B, enquanto que os isolados caninos eram todos, com apenas 
uma excepção, dos assemlages C ou D (Hopkins et al., 1997). 
 
A análise da prevalência genética em humanos sintomáticos e assintomáticos 
tem vindo a revelar uma maior relação entre o assemblage A e quadros mais 
severos da doença, e entre o assemblage B e infecções assintomáticas (Homan & 
Mank, 1997; Read et al., 2001; Amar et al., 2002; Aydin et al., 2004; Haque et al., 
2005; Sousa et al., 2006; Sahagún et al., 2008). De facto, a associação do 
assemblage B com portadores assintomáticos pode ser uma das razões que 
explica a elevada incidência deste assemblage em regiões desenvolvidas, uma 
vez que faz com que as infecções sejam mais difíceis de detectar, continuando a 
haver propagação do parasita através da comunidade. Por outro lado, os 
indivíduos infectados por parasitas do assemblage A são mais facilmente 
identificados e tratados, factor que pode contribuir para a diminuição da 
frequência deste assemblage entre humanos (Read et al., 2001; Thompson, 
2004). 
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As infecções por Giardia em animais de casco são de elevada importância, 
não só do ponto de vista clínico mas também económico (Olson et al., 2004). De 
facto, Giardia tem vindo a ser apontada, isoladamente ou em combinação com 
outros microrganismos patogénicos, como um dos principais agentes etiológicos 
de diarreia em bezerros (Xiao & Herb, 1994; Huetink et al., 2001; O’Handley & 
Olson, 2006). Os efeitos da giardíase crónica neste tipo de animais pode-se 
traduzir numa redução no ganho de peso, numa diminuição da eficiência da 
alimentação e numa diminuição do peso das carcaças, tal como foi comprovado 
em cordeiros infectados experimentalmente (Olson et al., 1995). 
Estudos de prevalência genética têm vindo a demonstrar que os animais de 
casco criados em pequenas e grandes explorações podem ser infectados por um 
de três diferentes assemblages de G. lamblia. Apesar do assemblage E surgir 
como o mais frequente, alguns estudos têm vindo a identificar pequenas e médias 
proporções de animais infectados com parasitas dos assemblages A e B, cuja 
potencial importância zoonótica é largamente reconhecida (O’Handley et al., 
2000; Castro-Hermida et al., 2007; Coklin et al., 2007; Langkjaer et al., 2007; 
Mendonça et al., 2007; Trout et al., 2007). 
 
Alguns estudos relativamente recentes têm demonstrado que G. lamblia é um 
dos parasitas entéricos mais comuns em cães e gatos (Hackett & Lappin, 2003; 
McGlade et al., 2003; Thompson & Robertson, 2003; Carlin et al., 2006; Shukla et 
al., 2006). Contudo, estima-se que os valores de prevalência conhecidos sejam 
inferiores aos valores reais, reflexo da baixa sensibilidade dos métodos de 
detecção convencionais e à natureza intermitente da excreção dos quistos 
(Thompson, 2004). Os estudos epidemiológicos efectuados ao nível molecular 
demonstraram que os cães podem ser infectados pelos assemblages específicos, 
assim como pelos assemblages com potencial zoonótico (Abe et al., 2003; Eligio-
Garcia et al., 2005; Itagaki et al., 2005; Lalle et al., 2005; Zygner et al., 2006; 
Leonhard et al., 2007; Souza et al., 2007), verificando-se a mesma situação com 
os gatos (Fayer et al., 2006; Papini et al., 2007; Souza et al., 2007; Vasilopulos et 
al., 2007). Graças a estas evidências, o tratamento de cães e gatos infectados por 
Giardia é normalmente recomendado, independentemente da instalação ou não 
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da doença, com o objectivo de controlar a propagação do parasita (Thompson, 
2004). 
 
Apesar de os animais selvagens puderem estar susceptíveis a infecções com 
os denominados assemblages zoonóticos de G. lamblia, são poucas as 
evidências até agora obtidas que esclareçam esta situação. A caracterização 
molecular de uma população de marsupiais na Austrália mostrou que esses 
animais eram infectados por um genótipo distinto, até aí não identificado 
(Thompson, 2004). Também os roedores e as aves parecem ser 
preferencialmente infectadas por genótipos específicos, sem relevância zoonótica 
comprovada (McRoberts et al., 1996; Monis & Thompson, 2003). Em todo o caso, 
infecções por assemblages zoonóticos foram já identificadas em diferentes tipos 
de animais selvagens (Moro et al., 2003; Trout et al., 2003; Itagaki et al., 2005; 
Trout et al., 2006; Hamnes et al., 2007; Robertson et al., 2007). 
 
 
6. Diagnóstico  
 
 
6.1. Observação microscópica de quistos e trofozoítos 
 
O diagnóstico de G. lamblia pode ser feito por demonstração microscópica 
directa de quistos e/ou trofozoítos em amostras de fezes, ou de trofozoítos no 
líquido duodenal ou em biópsias da mucosa intestinal (Kulda & Nohýhová, 1995). 
A demonstração de trofozoítos ou quistos nas fezes é o método tradicional de 
diagnóstico. O exame prasitológico de fezes realiza-se directamente a fresco ou 
após concentração (formol-éter-acetato, sulfato de zinco ou formol-éter-etílico). As 
amostras de fezes podem ter ou não preservantes como o formol a 10%, álcool 
polivinílico ou mertiolato-iodo-formaldeído. 
Os quistos podem ser observados após coloração (tricrômica ou hematoxilina-
ferro) ou por técnicas de imunofluorescência directa com o uso de anticorpos 
monoclonais. Os quistos de G. lamblia apresentam-se ovais ou elipsóides, 
medindo aproximadamente 5-10 µm de comprimento. No interior do quisto, com 
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coloração amarela-acastanhada quando na presença de soluto de lugol e azul 
pela coloração de hematoxilina-ferro, encontram-se os quatro núcleos, quatro 
corpos medianos e os flagelos. Devido ao carácter intermitente da excreção de 
quistos, a sensibilidade do exame de uma única amostra de fezes situa-se enre 
os 35 e os 50%. A realização de técnicas de concentração e o estudo de três 
amostras, de preferência de dias alternados, aumenta a sensibilidade para 85 a 
90%. 
A presença de trofozoítos nas fezes é pouco frequente e está limitada a fezes 
diarreicas Os trofozoítos são muito sensíveis às condições do meio exterior, 
desintegrando-se rapidamente. Em indivíduos com diarreia crónica e má absorção 
e com exame de fezes repetidamente negativos, apesar de se suspeitar de 
giardíase, pode ser necessário recorrer à pesquisa de trofozoítos no líquido 
duodenal ou em biópsia duodenal. Nos trofozoítos não corados, em preparações 
a fresco, pode-se observar a forma típica, o movimento irregular e ainda os 
flagelos. 
 
6.2. Detecção de antigénios nas fezes  
 
Os métodos de detecção de antigénios de G. lamblia nas fezes humanas são 
considerados métodos simples, específicos e sensíveis (Garcia et al., 2003). 
Foram desenvolvidos diversos métodos imunológicos para detectar antigénios de 
G. lamblia nas fezes humanas nomeadamente a imunoelectroforese, com 
sensibilidade e especificidade de 90% e 95%, respectivamente e a 
imunofluorescência directa, que utiliza anticorpos monoclonais, com uma 
sensibilidade de 94% e uma especificidade de 98%. Actualmente, existem 
diversos ensaios imunoenzimáticos comercializados com uma especificidade 
superior a 99% (99,3-100%) e uma sensibilidade que varia entre 88,6% e 100%. 
Utilizam anticorpos monoclonais ou anticorpos policlonais. 
Estes tipos de testes têm vindo a ser bastante utilizados para diagnóstico, 
porque não necessitam de profissionais altamente treinados, nem de 
equipamentos muito dispendiosos. 
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6.3. Detecção de G. lamblia em fezes por PCR 
 
A aplicação da técnica de “Polymerase Chain Reaction” (PCR) ao diagnóstico 
da giardíase a partir de amostras de fezes tem sido aplicada por vários autores 
utilizando vários oligonucleótidos que amplificam sequências específicas de 
determinados genes, tais como o gene da β-giardina, da triosefosfato isomerase 
(tpi), glutamato desidrogenase (gdh), factor de elongação 1-α ou da região 
intergénica do rRNA (Weiss, 1993; Ghosh et al., 1993; Monis et al., 1996; Cacciò 
et al., 2002; McIntyre et al., 2006) 
A sensibilidade analítica para os diversos oligonucleótidos específicos de G. 
lamblia oscila num intervalo de 1 a 10 quistos por mistura de reacção e a maioria 
dos trabalhos realizados verificaram que a PCR é mais sensível que a 
microscopia óptica e as técnicas de imunocromatografia. Contudo, a sua 
utilização em laboratórios de rotina ainda está muito limitada, devido aos elevados 
custos que acarreta. 
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A distribuição genotípica de G. lamblia a nível global é algo heterogénea, 
observando-se o predomínio de determinados genótipos em algumas zonas 
(Minvielle et al., 2008), enquanto que outros parecem ser mais frequentes noutras 
regiões (Souza et al., 2007; Ravid et al., 2007). Apesar da contribuição recente de 
alguns estudos, a informação acerca da distribuição genotípica de G. lamblia em 
Portugal é muito escassa (Almeida et al., 2006; Sousa et al., 2006; Mendonça et 
al., 2007). 
No presente trabalho, procurou-se determinar a taxa de prevalência de G. 
lamblia e fazer a caracterização genotípica de isolados de origem canina e 
humana recolhidos em Portugal. Através da comparação filogenética avaliou-se 
também o potencial zoonótico dos isolados caninos e a homologia entre os 
isolados de Portugal e os descritos noutros países. 
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1. Exame parasitológico de fezes 
 
 
1.1. Colheita das amostras 
 
Durante o período de Setembro de 2007 a Março de 2008 foram colhidas 
amostras de fezes de crianças (idades comprendidas ente os 4 meses e os 3 
anos) que frequentavam uma creche da região norte do país e de cães (idades 
comprendidas entre os 3 meses e os 4 anos) residentes num canil municipal da 
mesma região. Durante a colheita das amostras dados relativos à idade, sexo e 
consistência das fezes foram registados. O consentimento dos responsáveis das 
crianças bem como dos animais foi devidamente assegurado. 
 As amostras foram armazenadas a 4ºC sem preservantes e analisadas no 
intervalo de uma semana.  
 
 
1.2. Detecção de antigénios de G. lamblia nas fezes 
  
A detecção de antigénios de G. lamblia nas fezes foi realizada através do 
imunoensaio cromatográfico (Simple Giardia, Operon, s.a.). Este teste baseia-se 
na utilzação de anticorpos monoclonais específicos de G. lamblia e detecta 
antigénios presentes tanto na forma de trofozoíto como na de quisto. O método 
utiliza anticorpos monoclonais anti-G. lamblia conjugados covalentemente a 
microsferas vermelhas de poliestireno. Também utiliza microsferas azuis como 
teste controlo. Os antigénios dos parasitas presentes nas fezes reagem com as 
partículas de látex revestidas com os anticorpos monoclonais específicos, 
formando um complexo de partículas de látex/anticorpos/antigénios do parasita 
que migra por um processo cromatográfico pela zona de reacção. Nesta zona há 
anticorpos anti-G. lamblia que reagem com o complexo, originando a formação de 
uma linha vermelha.  
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O método foi realizado segundo as instruções do fabricante. Assim, uma 
pequena quantidade de fezes (30 a 50 mg de fezes sólidas ou 100 µL de fezes 
líquidas) foi misturada no tampão e agitada vigorosamente (Figura 4-a). Deixou-se 
a repousar durante uns minutos, de forma a eliminar as partículas sólidas em 
suspensão, e aplicaram-se 4 a 5 gotas da solução tampão/amostra na placa de 
reacção (Figura 4-b). Após 5 minutos efectuou-se a leitura e interpretação dos 
resultados. O aparecimento de uma linha vermelha e de uma linha azul na zona 
dos resultados é considerado um resultado positivo a G. lamblia (Figura 4-c). O 
aparecimento de apenas uma linha azul alinhada com o C (controlo) é 
considerado negativo a antigénios de G. lamblia. Os resultados que não 
coincidam com os descritos anteriormente devem ser considerados inválidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Detecção de antigénios de G. lamblia pelo método imunocromatográfico (Simple 
Giardia, Operon, s.a.). 
1.3. Exame microscópico após concentração das amostras  
 
As amostras de fezes foram submetidas a um processo de concentração de 
parasitas através de um kit comercial (Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.). Este 
método permite concentrar estruturas parasitárias de protozoários e helmintas. 
O método foi realizado segundo as instruções do fabricante. Assim, 
homogeneizaram-se as fezes no tampão acondicionado em frasco próprio (Figura 
5-a). A quantidade de fezes utilizada foi a necessária para que o líquido de 
fixação alcançasse um nível indicado. A mistura foi agitada vigorosamente num 
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vórtex até que as fezes se dissolvessem adequadamente. Após 30 minutos à 
temperatura ambiente, transferiu-se a mistura para um tubo cónico, fazendo-a 
atravessar um filtro específico (Figura 5-b) adaptável ao frasco do fixador. Depois 
da mistura estar completamente filtrada adicionaram-se 2 mL de éter etílico e 
agitou-se vigorosamente num vórtex durante pelo menos 30 segundos. De 
seguida, procedeu-se a uma centrifugação a 500 rpm durante 10 minutos e 
rejeitaram-se as 3 camadas do sobrenadante (camada etérea, camada de detritos 
e camada aquosa). As paredes dos tubos foram limpas com zaragatoas (Figura 5-
c) e ao sedimento adicionaram-se duas a três gotas de formol a 10%. A 
observação microscópica dos sedimentos em determinadas amostras foi imediata 
e noutras foi realizada após armazenamento a 4ºC. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A observação microscópica dos sedimentos foi realizada por microscopia 
óptica recorrendo ao microscópio Eclipse E400 (Nikon) acoplado a uma câmara 
digital DN100 (Nikon). Assim, fez-se uma preparação entre lâmina e lamela com 
uma gota do sedimento e uma gota de soluto de lugol. O iodo presente no soluto 
de lugol cora os quistos dos protozoários facilitando a sua observação. A 
preparação foi primeiro analisada com uma ampliação de x100 de forma a 
observar os ovos de helmintas, e depois com uma ampliação de x400 para a 
identificação de quistos de protozoários. 
 
Figura 5 – Método de concentração de amostras fecais (Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.). 
a – frasco com solução fixadora; b – filtro de rede; c – zaragatoas; d – tubo cónico.  
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2. Concentração de quistos de G. lamblia por centrifugação em gradiente 
de densidade de sacarose 
 
Algumas amostras de fezes, nas quais a extracção de DNA directa não foi 
eficaz, foram submetidas a um processo de concentração de quistos de Giardia. A 
metodologia aplicada foi a concentração por centrifugação em gradiente de 
densidade de sacarose (Roberts-Thomson et al., 1976) com alterações 
introduzidas por Bingham et al. (1979). Assim, uma alíquota de fezes foi suspensa 
em água destilada, tamizada por um passador de rede e centrifugada a 400 rpm 
durante 5 minutos. De seguida, o sobrenadante foi rejeitado e o sedimento foi 
lavado duas vezes com água. Posteriormente, o sedimento lavado foi 
homogeneizado em 5 mL de água e foi aplicado sobre 3 mL de sacarose 1 M a 
4oC (Anexo I), em tubo de centrífuga cónico de 15 mL de capacidade. Após 
centrifugação a 600 rpm durante 5 minutos, a interfase água/sacarose foi 
recolhida, diluída 1:10 com água e centrifugada a 400 rpm durante 5 minutos. No 
final, ressuspendeu-se o sedimento com os quistos em água destilada e 
armazenaram-se a -20ºC. 
 
 
3. Estudo molecular 
 
 
3.1  Extracção de DNA  
 
A extracção de DNA genómico foi efectuada directamente em fezes totais de 
origem humana e animal positivas a G. lamblia (por detecção de antigénios e/ou 
observação de quistos após concentração), em amostras de quistos de G. lamblia 
concentrados pelo método da sacarose e em culturas de trofozoítos axenizados.  
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3.1.1. Extracção de DNA a partir de amostras fecais e de quistos 
concentrados por centrifugação em gradiente de densidade 
 
A caracterização genotípica de G. lamblia, quando realizada directamente a 
partir das fezes e de quistos, tem demonstrado que os métodos de extracção 
tradicionalmente usados não são eficientes. A extracção insuficiente de DNA, a 
co-purificação de inibidores de PCR, a presença de alvos não específicos e a 
degradação do DNA durante o armazenamento dos quistos são alguns dos 
factores responsáveis pela ineficácia dos processos. Assim, recorreu-se ao kit 
QIAamp® DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) baseado no método de extracção por 
colunas de sílica de troca aniónica, que garante a eliminação de substâncias 
inibitórias e com capacidade de degradar o DNA.   
Num tubo de 2 mL adicionou-se cerca de 220 mg de fezes a 1,4 mL de 
tampão ASL, misturou-se no vórtex e incubou-se durante 30 minutos a 90ºC. 
Posteriormente, centrifugou-se a mistura durante 1 minuto a 14000 rpm, retirou-se 
1,2 mL do sobrenadante para um novo tubo de 2 mL, adicionou-se uma pastilha 
de InhibitEX, agitando no vórtex durante 1 minuto e incubou-se à temperatura 
ambiente durante 1 minuto. No fim da incubação submeteu-se a uma 
centrifugação durante 3 minutos a 14000 rpm, transferiu-se o sobrenadante para 
um novo tubo de 1,5 mL e submeteu-se novamente a uma centrifugação. De 
seguida, transferiu-se 200 µL do sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL com 
15 µL de proteinase K, adicionando-se também 200 µL de Tampão AL. Esta 
solução foi homogeneizada e incubada a 70ºC durante 10 minutos. 
Posteriormente, o tubo é sujeito a centrifugação a 14000 rpm durante 10 
segundos para remover algumas gotas que possam estar nas paredes interiores e 
na tampa do tubo. À mistura adicionou-se 200 µL de etanol a 99% e, depois de 
uma ligeira mistura no vórtex, centrifugou-se a 14000 rpm durante 10 segundos. 
O lisado foi transferido para a microcoluna depositada num tubo colector de 2 mL 
e centrifugou-se a 14000 rpm durante 1 minuto. O filtrado foi desprezado, 
colocou-se a coluna num novo tubo colector, adicionou-se 500 µL de tampão AW1 
e centrifugou-se a 14000 rpm durante 1 minuto. Esta operação foi repetida com o 
tampão AW2 e no final a microcoluna foi colocada num tubo de 1,5 mL à qual se 
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adicionou 100 µL de tampão AE e incubou-se à temperatura ambiente durante 5 
minutos. A matriz foi sedimentada por centrifugação a 14000 rpm durante 1 
minuto. O eluído, que contem o DNA, foi conservada a uma temperatura de -20ºC. 
 
 
3.1.2. Extracção de DNA a partir de culturas de trofozoítos axenizados 
 
Para a extracção do DNA dos trofozoítos foram usadas culturas em fase 
exponencial tardia de 18 isolados humanos axenizados de G. lamblia (Sousa & 
Poiares da Silva, 2004). Os meios de cultura foram rejeitados e os trofozoítos 
aderentes foram recolhidos após incubação em banho de gelo durante 15 minutos 
com tampão PBS a 4ºC. Posteriormente, os trofozoítos foram lavados duas vezes 
com o tampão PBS e centrifugados a 1000 rpm durante 5 minutos. 
Ressuspendeu-se o sedimento obtido em 200 µL de tampão TE, 400 µL de 
tampão de lise (TritonX-100 8%, sacarose 0,25 M, EDTA 50 mM, pH 8,0) e 50 µL 
de proteinase K (10 mg/mL). As amostras foram agitadas no vórtex e incubadas a 
50ºC durante 2 a 3 horas. O DNA foi extraído e purificado a partir do lisado 
utilizando-se o Kit Prep-A-Gene DNA purification (Bio-Rad, Richmond, U.S.A.) 
segundo as instruções do fabricante. Assim, 300 µL do lisado foram transferidos 
para tubos de 1,5 mL e adicionou-se 1 mL de tampão de ligação (perclorato de 
sódio 6 mM, Tris 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0), 25 µL de matriz e incubou-se à 
temperatura ambiente durante 10 minutos sob agitação. A matriz foi sedimentada 
por centrifugação a 13000 rpm durante 1 minuto e o sobrenadante foi removido 
por aspiração. O sedimento foi lavado com 625 µL de tampão de ligação e após 
agitação no vórtex foi novamente submetido a centrifugação a 13000 rpm durante 
1 minuto. A matriz foi lavada duas vezes com uma mistura de tampão de lavagem 
(Tris 40 mM, NaCl 800 mM, EDTA 4 mM, pH 7,5) e etanol 95-100% (1:1). Após 
centrifugação, removeram-se cuidadosamente todos os vestígios de líquido do 
tubo. Ressuspendeu-se o sedimento em 60 µL de tampão TE e incubou-se a 
 47oC durante 5 minutos. A matriz foi sedimentada por centrifugação a 13000 rpm 
durante um minuto e o sobrenadante, que contém o DNA, foi novamente 
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submetido a outra centrifugação para remover quaisquer vestígios de matriz. O 
sobrenadante contendo o DNA purificado foi recolhido e congelado a -20oC. 
 
 
3.2.  Amplificação de DNA do gene da β-giardina por PCR 
 
A amplificação de fragmentos de DNA específicos do gene da β-giardina foi 
realizada através de duas reacções de PCR, nomeadamente um nested PCR1 
descrito por Lalle et al. (2005) e um semi-nested PCR2 descrito por Cacciò et al. 
(2002).  
Para os dois protocolos a primeira reacção é comum e o produto de 
amplificação formado é posteriormente usado em dois segundos PCR distintos. 
Os produtos obtidos no nested PCR foram submetidos a restrição enzimática 
(RFLP) e/ou sequenciados e os produtos de semi-nested PCR foram submetidos 
a sequenciação. 
As reacções de amplificação de DNA foram realizadas recorrendo a uma 
mistura de reacção comercializada que combina, nas proporções adequadas, os 
reagentes necessários à técnica (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, tampão e DNA 
polimerase), com a excepção dos oligonucleótidos iniciadores.  
Em cada reacção utilizaram-se 42 µL da mistura PCR SuperMix (Invitrogen) e 
2,5 µL de cada oligonucleótido iniciador (para uma concentração final de 
aproximadamente 0,5 µM). Nas amostras de DNA extraídas a partir das culturas 
axenizadas ou dos quistos concentrados usaram-se 2 µL de DNA, enquanto que 
nas amostras de DNA extraídas directamente a partir das fezes totais usaram-se 
4 µL.  
Nas segundas reacções, do nested PCR e semi-nested PCR, usaram-se 2 µL 
de produto de amplificação proveniente da primeira reacção.  
                                                 
 
1 Técnica de PCR onde a amplificação da sequência alvo é realizada a partir do produto de uma reacção 
inical independente. A aplicação desta técnica de PCR permite melhorar a especificidade e eficiência da 
reacção. 
2 Variante do nested PCR onde um dos oligonucleótidos da segunda reacção é igual a um dos 
oligonucleótidos utilizados na reacção inicial. 
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Para a reacção de amplificação inicial, comum ao nested PCR e semi-nested 
PCR, foram utilizados os oligonucleótidos G7 e G759 (Tabela I) obtendo-se 
fragmentos com 752 pares de bases (pb). Para a amplificação deste produto 
usou-se um ciclo de desnaturação inicial a 94oC durante 5 minutos, 35 ciclos de 
amplificação a 94oC durante 30 segundos, 60oC durante 30 segundos e 72oC 
durante 1 minuto, seguidos de um extensão final de 7 minutos a 72ºC (Tabela II). 
 
 
Tabela I – Oligonucleótidos sintéticos usados nas reacções de PCR para amplificação de 
fragmentos de 384 pb e 511 pb do gene da β-giardina, segundo Cacciò et al. (2002) e Lalle et al. 
(2005), respectivamente. 
 
Oligonucleótidos iniciadores Sequência 
G7 5’-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’ 
G759 5’-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’ 
G376 5’-CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3’ 
G2005F 5’-GAACGAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3’ 
G2005R 5’-CTCGACGAGCTTCGTGTT-3’ 
 
Na segunda reacção de amplificação do semi-nested PCR foram utilizados os 
oligonucleótidos G376 e G759 (Tabela I) amplificando-se fragmentos de 383 pb. 
As condições de amplificação foram as mesmas da reacção de amplificação 
inicial (Tabela II). 
 
Tabela II – Condições das reacções de PCR para amplificação de fragmentos específicos do 
gene da β-giardina segundo Cacciò et al. (2002). 
 
Desnaturação inicial 94ºC 5 minutos 
Desnaturação 94ºC 30 segundos 
Annealing 60ºC 30 segundos 35 ciclos 
Extensão 72ºC 1 minuto 
Extensão final 72ºC 7 minutos 
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Na segunda reacção de amplificação do nested PCR foram utilizados os 
oligonucleótidos G2005F e G2005R (Tabela I) amplificando-se fragmentos de 511 
pb. Para a amplificação deste produto usou-se um ciclo de desnaturação inicial a 
95oC durante 15 minutos, 35 ciclos de amplificação a 95oC durante 30 segundos, 
55oC durante 30 segundos e 72oC durante 1 minuto, seguidos de um extensão 
final de 7 minutos a 72ºC (Tabela III). 
As reacções de PCR foram realizadas no termociclador Biometra T-Personal 
(Alfagene). 
 
Tabela III – Condições das reacções de PCR para amplificação de fragmentos específicos do 
gene da β-giardina segundo Lalle et al. ( 2005). 
 
Desnaturação inicial 95ºC 15 minutos 
Desnaturação 95ºC 30 segundos 
Annealing 55ºC 30 segundos 35 ciclos 
Extensão 72ºC 1 minuto 
Extensão final 72ºC 7 minutos 
 
 
3.2.1. Visualização dos fragmentos de DNA amplificados 
 
De modo a verificar se houve ou não amplificação dos diversos fragmentos de 
DNA estudados, 5 µL dos produtos de PCR foram misturados com 2 µL de uma 
solução aquosa de azul de bromofenol e foram aplicados nos poços de um gel de 
agarose (Bioplastics RESultTM LE) a 1,2% (TBE, p/v) com brometo de etídio (0,5 
µg/mL) (plus one, Pharmacia Biotech). Para comprovação do tamanho dos 
fragmentos amplificados, foi utilizado um padrão de DNA apropriado (100 bp 
Ladder, Bioron) em cada reacção de electroforese. 
As migrações electroforéticas decorram a 80 V durante 90 minutos, em 
tampão de corrida TBE 1x. O gel foi visualizado e fotografado (Uvitec-Uvisave, 
Alfagene) sobre luz ultravioleta, num transiluminador adequado (Vilbert Lourmat). 
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3.3. Restrição enzimática dos produtos de PCR (PCR-RFLP) 
 
A técnica de PCR-RFLP é utilizada na genotipagem de diversos 
microrganismos e envolve a amplificação de uma sequência conhecida de um 
determinado gene, corte com enzimas de restrição e a análise dos fragmentos 
restringidos. As enzimas de restrição, designadas de endonucleases, são 
enzimas bacterianas que reconhecem sequências nucleótidicas específicas do 
DNA de cadeia dupla e cortam o DNA nesses locais. Estas enzimas cortam o 
DNA em fragmentos de vários comprimentos, dependendo da posição e do 
número de vezes que o local de reconhecimento da respectiva enzima se repete 
ao longo da cadeia. O PCR-RFLP tem sido um método de genotipagem muito 
utilizado na caracterização de isolados de G. lamblia, tanto provenientes de 
culturas axénicas como de quistos. 
No presente trabalho, a caracterização genética de G. lamblia foi realizada por 
amplificação e restrição de fragmentos do gene da β-giardina segundo a 
metodologia descrita por Lalle et al. (2005). 
Para tal, os produtos do nested PCR (511 pb) foram submetidos à restrição 
enzimática a 37ºC durante 4 horas na presença de 10 U de HaeIII (Invitrogen) e 
de tampão de digestão (tampão H1x) para um volume final de 20 µL. Deste modo, 
adicionou-se em banho de gelo 7,5 µL de água ultrapura esterilizada, 2,5 µL de 
tampão H10x, 10 µL de produto amplificado e 2 µL de enzima (5 U/µL). 
O local de corte da enzima é o seguinte: 
 
5’ – GG↓CC – 3’ 
3’ – CC↑GG – 5’ 
 
 
3.3.1. Visualização dos fragmentos obtidos por PCR-RFLP 
 
Para visualizar os fragmentos de DNA restringidos pela enzima HaeIII, 10 µL 
dos produtos de restrição foram misturados com 2 µL de solução aquosa de azul 
de bromofenol e foram aplicados nos poços de um gel de agarose (Bioplastics 
 
38 
Materiais e Métodos 
 
RESultTM LE) a 3% (TBE, p/v) com 2 µL de brometo de etídio a 1 mg/mL (plus 
one, Pharmacia Biotech). Para estimar o tamanho dos fragmentos digeridos 
utilizou-se um marcador de massa molecular apropriado (50 bp DNA Ladder, 
Fermentas). A migração electroforética decorreu a 80 V durante cerca de 90 
minutos em tampão de corrida TBE 1x. O gel foi visualizado e fotografado (Uvitec-
Uvisave, Alfagene) sobre luz ultravioleta, num transiluminador adequado (Vilbert 
Lourmat). 
 
 
3.4. Purificação dos produtos de PCR  
 
Os produtos de amplificação, antes de serem sujeitos à sequenciação, foram 
purificados através da utilização do kit QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN), 
segundo as instruções do fabricante. As purificações foram feitas a partir de 20 µL 
de produto de amplificação, ficando o produto purificado eluído em 50 µL de 
tampão. Os produtos de amplificação purificados foram conservados a uma 
temperatura de -20ºC até serem sequenciados. 
 
 
3.5. Sequenciação e análise dos fragmentos de DNA amplificados 
 
As sequências nucleotídicas dos fragmentos de DNA amplificados e 
purificados foram determinadas em ambos os sentidos pelo método dos 
terminadores de cadeia (Sanger et al., 1977) automatizado, utilizando o kit ABI 
Prism dRhodamine Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems) e o 
sequenciador automático ABI Prism 310 (Applied Biosystems). 
O fundamento do método baseia-se na adição de marcadores fluorescentes às 
extensões dos fragmentos de DNA durante a reacção de sequenciação. Os 
marcadores são incorporados através de di-desoxinucleótidos terminadores 
marcados na região 3’. Os tubos de reacção são colocados individualmente no 
aparelho e estabelece-se o contacto entre o cátodo e o ânodo através de um tubo 
capilar preenchido com um polímero. A amostra atravessa o tubo capilar graças à 
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corrente eléctrica estabelecida durante a electroforese. Quando os fragmentos de 
DNA marcados atingem a zona de detecção, um laser excita os marcadores 
fluorescentes. A fluorescência emitida é lida pelo aparelho enquanto um software 
apropriado decifra o resultado, ordenando as bases, em função do tempo de 
detecção e das características do sinal. 
As sequências nucleotídicas obtidas foram individualmente analisadas através 
das plataformas informáticas Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd), BLAST 
(Altschul et al., 1997), ClustalW (Thompson et al., 1994) e MEGA 4.0 (Tamura et 
al., 2007). 
 
 
4. Tratamento estatístico dos dados 
 
A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do programa 
informático SPSS 15.0 para o Microsoft Windows. 
Para comparação dos métodos de diagnóstico foi utilizado o valor estatístico 
de kappa (k). Valores de k acima de 0,75 representam uma excelente 
concordância, enquanto que valores abaixo de 0,40 são indicativos de uma fraca 
concordância (Altman, 1991). O valor de p indica quando os valores de k diferem 
significativamente de zero (ou seja, sem concordância).  
A avaliação da associação entre a carga parasitária e os diferentes grupos 
grupos genéticos foi obtida recorrendo ao método de qui-quadrado (χ2). 
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O trabalho desenvolvido teve como principal objectivo a caracterização 
genética de G. lamblia de forma a identificar os assemblages/genótipos que 
circulam no nosso país e determinar o potencial papel dos animais na 
transmissão da parasitose. Para isso, procedeu-se ao estudo parasitológico de 
fezes de origem humana e canina, através da detecção de antigénios de G. 
lamblia e do exame microscópico após concentração das fezes. Posteriormente, 
as amostras positivas a G. lamblia foram processadas com vista à caracterização 
genotípica por amplificação, restrição e sequenciação de fragmentos específicos 
do gene da β-giardina. Foi também realizada a análise filogenética de forma a 
avaliar a homologia entre os isolados de Portugal bem como com alguns já 
descritos noutros países. 
 
 
1. Estudo coproparasitológico 
 
O estudo parasitológico foi realizado em crianças com idades compreendidas 
entre os 4 meses e os 3 anos, que frequentavam uma creche da região Norte do 
país e em cães com idades compreendidas entre os 3 meses e os 4 anos, 
provenientes de um canil municipal da mesma região. O estudo englobou 90 
amostras fecais de origem humana e animal que foram submetidas a um teste 
imunocromatográfico para detecção de antigénios de G. lamblia (Simple Giardia, 
Operon, s.a.) e ao exame microscópico após concentração das fezes (Copropack 
S.A.F., Biomedics, S.L.). 
 
1.1. Detecção de antigénios de G. lamblia – teste imunocromatográfico 
 
Das 90 amostras fecais (61 de origem canina e 29 de origem humana) 
submetidas ao teste imunocromatográfico, 34 (37,8%) foram positivas enquanto 
que 56 (62,2%) foram negativas ao teste (Tabela IV). No grupo das amostras de 
origem humana, 4 (13,8%) foram positivas e 25 (86,2%) foram negativas. 
Relativamente às amostras de origem canina, 30 (49,2%) foram positivas, 
enquanto 31 (50,8%) foram negativas (Figura 6). 
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Figura 6 – Detecção de antigénios de G. lamblia nas fezes pelo método imunocromatográfico 
(Simple Giardia, Operon, s.a.) em função da origem da amostra, humana e canina. 
 
 
Tabela IV – Pesquisa de antigénios de G. lamblia nas fezes humanas e caninas pelo teste 
imunocromatográfico (Simple Giardia, Operon, s.a.). 
 
 Negativo Positivo Totais 
Humanas 25 (86,2%) 4 (13,8%) 29 
Caninas 31 (50,8%) 30 (49,2%) 61 
Totais 56 (62,2%) 34 (37,8%) 90 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2. Exame microscópico após concentração  
 
As amostras fecais submetidas ao exame imunocromatográfico para detecção 
de antigénios de G. lamblia foram também submetidas a um exame microscópico 
após concentração (Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.). Este exame permitiu 
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Figura 7 – Detecção de quistos de Giardia nas fezes através da observação microscópica 
após concentração (Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.) em função da origem da amostra, 
humana e canina.
observar estruturas parasitárias de protozoários e helmintas e semi-quantificar o 
número de quistos de Giardia por preparação. 
Nas 29 amostras fecais humanas observaram-se quistos de G. lamblia em 2 
amostras (6,9 %) (Figura 7 e Tabela V) e ovos de Ascaris lumbricoides em 1 
amostra (3,4%). Nas restantes 26 amostras de origem humana (89,7%) não se 
observaram quaisquer outras estruturas parasitárias. Em nenhuma amostra foi 
detectada qualquer mistura de parasitas. 
Relativamente ao exame microscópico efectuado às 61 amostras de origem 
canina, a prevalência geral de parasitas foi de 55,7% (34 amostras positivas). 25 
das amostras (41%), apresentaram infecções simples, ou seja, com uma só 
espécie de parasita, e 9 (14,7%) apresentaram infecções múltiplas (Figura 8). Os 
protozoários foram os parasitas mais prevalentes na população canina e dentro 
deste grupo, Giardia foi o parasita que apresentou prevalências mais elevadas 
(Figuras 8 e 9). De facto, foram observados quistos de Giardia (Figura 9-A) em 30 
amostras de fezes caninas (49,2%) (Figura 7). 
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Figura 9 – Fotografias de estruturas parasitárias detectadas nas fezes caninas através do 
exame microscópico após concentração das amostras (Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.).  
A – Quisto de Giardia; B – Ooquisto de Isospora sp. C – Ovo de Ancylostoma spp.; D – Ovo de 
Trichuris vulpis; E – Ovo de Toxocara canis; (Microscópio Eclipse E400, Nikon, acoplado à 
câmara digital DN100, Nikon; A e B ampliação x400; C, D e E ampliação x100) 
B A 
C D E 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 – Distribuição dos parasitas protozoários e helmintas nas amostras de origem canina. A 
identificação foi realizada através do exame microscópico após concentração das amostras fecais 
(Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.). 
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Adicionalmente, nas 30 amostras caninas onde se observaram quistos de 
Giardia, verificou-se multiparasitismo em 8 amostras (Figura 8). De facto, foram 
também identificados ooquistos de Isospora sp. (Figura 9-B) em 3 amostras 
(4,9%), ovos de Ancylostoma sp. (Figura 9-C) em 1 amostra (1,6%), ovos de 
Trichuris vulpis (figura 9-D) em 2 amostras (3,3%), ovos de Toxocara canis 
(Figura 9-E) em 1 amostra (1,6%) e ovos de Ancylostoma sp. e Trichuris vulpis 
em 1 amostra (1,6%) (Figura 8). Em 4 amostras de origem canina, positivas a 
parasitas mas negativas a Giardia, identificaram-se ovos de Ancylostoma sp. 
(Figura 9-C) em 2 amostras (3,3%) (Figura 8), ovos de Toxocara canis (Figura 9-
E) em 1 amostra (1,6%) e ovos de Ancylostoma sp. e de Toxocara canis numa 
outra amostra (1,6%) (Figura 8).  
Como foi referido inicialmente, o exame microscópico permitiu além da 
identificação de estruturas parasitárias, uma semi-quantificação dos quistos de 
Giardia presentes em cada preparação. Em relação às 2 amostras de origem 
humanas observaram-se 1 a 5 quistos por preparação (classificadas como +) 
(Tabela V). Das 30 amostras caninas positivas a Giardia, foram observados 1 a 5 
quistos por preparação (classificadas como +) em 16 amostras (26,2%), 5 a 10 
quistos por preparação (classificadas como ++) em 4 amostras (6,6%), 10 a 20 
quistos por preparação (classificadas como +++) em 5 amostras (8,2%) e mais de 
20 quistos por preparação (classificadas como ++++) em igualmente 5 amostras 
(8,2%) (Tabela V).  
 
Tabela V – Distribuição das amostras em função da quantidade de quistos de G. lamblia 
observados por preparação através do exame microscópico após concentração da amostra 
(Copropack S.A.F., Biomedics, S.L.). (+: 1 a 5 quistos por preparação; ++: 5 a 10 quistos por 
preparação; +++: 10 a 20 quistos por preparação; ++++: > 20 quistos por preparação). 
 
Positivas 
 Negativas 
+ ++ +++ ++++ 
Humanas 
(n=29) 
27 (93,1%) 2 (6,9%) - - - 
Caninas  
(n=61) 
31 (50,8%) 16 (26,2%) 4 (6,6%) 5 (8,2%) 5 (8,2%) 
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1.3. Comparação dos dois métodos utilizados na detecção de Giardia 
 
A prevalência de G. lamblia obtida pelos dois métodos utilizados para a 
detecção do parasita está representada na tabela VI. A prevalência obtida pelo 
método imunocromatográfico nas amostras humanas foi de 13,8% (4 amostras 
em 29), enquanto que através do exame microscópico foi de 6,9% (2 amostras 
em 29). Relativamente às amostras de origem canina, a prevalência foi de 49,2% 
nos dois métodos utilizados (30 amostras em 61). Contudo, esta igualdade de 
valores não corresponde a uma concordância absoluta. De facto, existem oito 
amostras caninas cujos resultados pelos dois métodos não são sobreponíveis 
mas que se anulam. Ou seja, 4 amostras (6,6%) foram classificadas positivas pelo 
exame imunocromatográfico mas negativas pelo exame microscópico, enquanto 
que outras 4 foram classificadas negativas pelo exame imunocromatográfico mas 
positivas pelo exame microscópico (Tabela VI). 
 No entanto, a comparação dos dois métodos revelou uma excelente 
concordância estatística (k=0,761; p<0,001). 
 
 
 
Tabela VI – Comparação dos métodos imunocromatográfico e exame microscópico após 
concentração na detecção de G. lamblia em função da origem das amostras, humanas e 
caninas. (k=0,761; p<0,001) 
 
Imunocromatografia / Microscopia 
Humanas  
(n=29) 
Caninas 
(n=61) 
+ / + 2 (6,9%) 26 (42,6%) 
+ / - 2 (6,9%) 4 (6,6%) 
- / + 0 4 (6,6%) 
- / - 25 (86,2%) 27 (44,2%) 
 
 
Resultados 
 
 
49 
2. Estudo molecular 
 
As amostras de fezes consideradas infectadas com Giardia, ou seja, as 
amostras com resultados positivos no exame imunocromatográfico e/ou no exame 
microscópico (34 de origem animal e 4 de origem humana) foram submetidas à 
extracção de DNA genómico (QIAamp® DNA Stool Mini Kit, Qiagen) para serem 
caracterizadas através de técnicas de biologia molecular. Em conjunto com estas 
amostras, foram também incluídas 30 amostras de DNA genómico extraído de 
fezes humanas positivas a Giardia e de culturas de trofozoítos axenizados, 
provenientes de estudos anteriormente realizados. Assim, foram estudadas 
molecularmente 68 amostras, 34 de origem humana e 34 de origem canina. 
 
2.1. Amplificação de DNA por PCR 
 
As amostras foram submetidas a duas técnicas de PCR diferentes que 
amplificaram dois fragmentos do gene da β-giardina. O nested PCR descrito por 
Lalle et al. (2005) amplificou fragmentos de 511 pb (Figura 10), que foram 
utilizados para a genotipagem por restrição enzimática (PCR-RFLP). O semi-
nested PCR descrito por Cacciò et al. (2002) originou fragmentos de 383 pb 
(Figura 11), que foram utilizados para a genotipagem por sequenciação e análise 
filogenética.  
Os resultados apresentados nas figuras 10 e 11 representam fragmentos 
exemplificativos de algumas amostras estudadas. 
Obteve-se amplificação em 94,1% das amostras pelo nested PCR e 95,4% 
pelo semi-nested PCR. Em 4 amostras caninas (5,9%) não foi possível a 
amplificação dos fragmentos de DNA específicos da β-giardina pelo nested PCR e 
em 3 amostras caninas (4,4%) não foi possível a amplificação dos fragmentos de 
DNA específicos da β-giardina pelo semi-nested PCR. Em oito amostras, o 
fragmento 511 pb, utilizado para o PCR-RFLP, foi também sujeito à 
sequenciação.  
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2.2. Identificação genotípica pela técnica de PCR-RFLP 
 
Das 68 amostras de origem humana e canina sujeitas à amplificação do 
fragmento específico do gene da β-giardina (511 pb) por nested PCR, observou-
se a amplificação em 64 amostras que foram posteriormente submetidas à 
restrição enzimática (RFLP). A enzima de restrição HaeIII utilizada reconhece 
Figura 10 – Separação electroforética em gel de agarose e coloração com brometo de etídio 
dos produtos do nested PCR do gene da β-giardina. Os fragmentos de 511 pb foram 
amplificados pelos oligonucleótidos G7, G759, G2007R e G2007F. M – Marcador de massa 
molecular de 100 pb DNA LadderTM; 1 a 6 – Amostras estudadas. 
       M         1        2         3         4         5         6   
Figura 11 – Separação electroforética em gel de agarose e coloração com brometo de etídio 
dos produtos do semi-nested PCR do gene da β-giardina. Os fragmentos de 383 pb foram 
amplificado pelos oligonucleótidos G7, G376 e G759. M – Marcador de massa molecular de 100 
pb DNA LadderTM; 1 a 7 – Amostras estudadas.
    M      1        2        3         4        5         6        7 
Resultados 
 
 
51 
diversos locais de corte específicos dos assemblages A, B, C, D, E e F de G. 
lamblia produzindo fragmentos de tamanhos diferentes (Tabela VII).  
 
 
Tabela VII – Diferenciação dos asssemblages A, B, C, D, E e F por restrição enzimática do 
fragmento de 511 pb do gene da β-giardina como descrito previamente (Lalle et al., 2005). 
 
Assemblage Enzima 
Fragmentos esperados 
(pb) 
A HaeIII 201 + 150 + 110 + 50 
B HaeIII 150 + 117+ 110 + 84 + 26 
C HaeIII 194 + 150 + 102 + 50 + 15 
D HaeIII 200 + 194 + 117 
E HaeIII 186 + 150 + 110 +26 + 24 + 15 
F HaeIII 186 + 150 + 110 + 50 + 15 
 
 
Na figura 12 podem-se observar perfis electroforéticos representativos de 
algumas amostras estudadas. O perfil típico das amostras correspondentes a 
isolados do assemblage A foi facilmente identificado uma vez que as 4 bandas 
(201, 150, 110 e 50 pb) esperadas após a restrição são perfeitamente 
distinguíveis. O perfil característico do assemblage C é semelhante ao perfil do 
assemblage A, sendo fundamentalmente diferenciado através da presença da 
banda de 102 pb, que tem uma migração ligeiramente mais rápida que a banda 
de 110 pb presente no assemblage A. O perfil característico do assemblage D é 
também fácil de identificar, porque é o único que apresenta apenas duas bandas 
visíveis (200 e 117 pb), devido à proximidade dos fragmentos de 200 e 194 pb 
que são visualizados como uma só neste gel. As amostras co-infectadas são mais 
difíceis de identificar devido à aproximidade dos fragmentos comuns a vários 
assemblages. Contudo, no presente trabalho foi possível identificar uma mistura 
de assemblages A e C (Figura 12) numa amostra canina. De facto, observaram-
se 5 bandas (201, 150, 110 e 50 pb) características do assemblage A e uma outra 
banda ténue (102 pb), característica do assemblage C, adjacente à banda de 110 
pb. Nas amostras potencialmente co-infectadas com isolados dos assemblages A 
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e D a interpretação tornou-se mais difícil devido à proximidade dos tamanhos dos 
fragmentos obtidos após digestão (Figura 12). As bandas de 200 pb (assemblage 
A), 201 e 194 pb (assemblage D) poderão aparecer como uma banda, bem como 
as bandas de 117 pb (assemblage A) e de 110 pb (assemblage D). Assim, as 
amostras com assemblage A e D poderão produzir apenas duas bandas intensas 
de aproximadamente 200 e 117 pb e uma terceira banda de 150 pb que é 
característica do assemblage A e que não aparece no assemblage D. Estes 
resultados foram obtidos em três amostras de origem canina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Em relação aos resultados obtidos por PCR-RFLP (Tabela VIII), detectaram-se 
54 amostras pertencentes ao assemblage A (22 de origem canina e 32 de origem 
humana), 2 amostras pertencentes ao assembalge B (origem humana), 2 
amostras pertencente ao assemblage C (origem canina), 2 amostras pertencentes 
ao assemblage D (origem canina), 1 amostra coinfectada com assemblage A e C 
Figura 12 – Diferenciação dos assemblages A, C e D por PCR-RFLP. Separação electroforética 
em gel de agarose e coloração com brometo de etídio dos produtos obtidos após restrição 
enzimática com a enzima HaeIII. A amplificação de fragmentos de 511 pb do gene da β-giardina 
foi realizada com os oligonucleótidos G7, G759, G2007R e G2007F. (Marcador de massa 
molecular de 100 pb DNA LadderTM) 
     Assemblages       Assemblages 
 
    C      A + C     A                                  A         A          A       A + D?     D 
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(origem canina) e 3 amostras potencialmente coinfectadas com assemblage A e D 
(origem canina). 
 
Tabela VIII – Distribuição dos assemblages de G. lamblia em função da origem das 
amostras, humanas e caninas. A identificação dos assemblages foi realizada pela 
técnica de PCR-RFLP através do fragmento de 511 pb do gene da β-giardina segundo 
Lalle et al. (2005). 
 
Assemblage Humanas Caninas Total 
A 32 (94,1%) 22 (73,3%) 54 
B 2 (5,9%) 0 2 
C 0 2 (6,7%) 2 
D 0 2 (6,7%) 2 
A + C 0 1 (3,3%) 1 
A + D 0 3 (10,0%) 3 
Total 34 30 64 
 
 
2.3. Identificação genotípica por sequenciação  
 
A sequenciação dos produtos amplificados do gene da β-giardina foi realizada 
com sucesso em 65 amostras. Em 57 amostras a sequenciação foi realizada a 
partir de um fragmento de 383 pb do gene da β-giardina, produto do semi-nested 
PCR descrito por Cacciò et al. (2002). As restantes 8 amostras foram 
sequenciadas a partir de um outro fragmento específico do gene da β-giardina de 
511 pb, produto de um nested PCR descrito por Lalle et al. (2005). Estes dois 
fragmentos partilham uma região comum de 233 pb, rica em polimorfismos que 
permitem identificar os diferentes assemblages. 
A análise das sequências foi realizada numa primeira abordagem através das 
plataformas informáticas e posteriormente através da análise individual dos 
cromatogramas obtidos na sequênciação. A análise das zonas polimórficas do 
gene da β-giardina permitiu distinguir os assemblages de G. lamblia presentes em 
cada uma das amostras. A figura 13 representa cromatogramas parciais de 
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fragmentos do gene da β-giardina que diferenciam os assemblages A, B, C e D. 
Na figura 13-a pode-se verificar a existência de um pico correspondente a uma 
guanina (G) no nucleótido (nt) 393 assim como um de timina (T) no nt 396. 
Sabendo-se que a guanina no nt 393 é característica dos assemblages A, C, E e 
F e que a timina no nt 396 é apenas característica dos assemblages A e D, 
conclui-se que esta sequência corresponde exclusivamente a um isolado 
pertencente ao assemblage A de G. lamblia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
Figura 13 – Diferenciação dos assemblages A, B, C e D através de cromatogramas 
exemplificativos obtidos após sequenciação de fragmentos do gene da β-giardina. (a) Detalhe 
de um perfil característico do assemblage A (G no nt 393 e T no nt 396); (b) Detalhe de um 
perfil característico do assemblage B (A no nt 438 e C no nt 444); (c) Detalhe de um perfil 
característico do assemblage C (G no nt 330 e C nt 333); (d) Detalhe de um perfil característico 
do assemblage D (A no nt 558 e A no nt 576). A numeração dos nucleótidos foi feita em relação 
à distância do codão de iniciação ATG da estirpe de referência Portland-1 (número de acesso 
X14185 no GenBank). 
 nt 558                      nt 576 
            nt 393       nt 396                nt 438                                 nt 444 
(c) 
(d) 
 nt 330              nt 333 
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A figura 13-b representa a sequência de um fragmento do gene da β-giardina 
característica do assemblage B. A presença de uma adenina (A) no nt 438 
identifica o assemblage B, único com esta base nesta posição. A citosina (C) no 
nt 444 exclui o assemblage A, único assemblage que apresenta uma timina nessa 
posição. 
A figura 13-c representa a sequência de um fragmento do gene da β-giardina 
característica do assemblage C. A guanina no nt 330 é característica dos 
assemblages C e D enquanto que a citosina no nt 333 é específica do 
assemblage C.  
A figura 13-d representa o assemblage D. As duas adeninas nos nt 558 e nt 
576 são específicas de sequências pertencentes ao assemblage D. 
A identificação dos genótipos de G. lamblia (A1, A2, A3, B2, B3 e B4) 
pertencentes aos assemblages A e B, bem como a identificação das misturas de 
assemblages/genótipos foi realizada da mesma forma tendo em conta os 
polimorfismos característicos (Anexo II).  
A análise das sequências do gene da β-giardina permitiu identificar os 
assemblages/genótipos de 65 amostras infectadas com G. lamblia (Tabela IX). 
Assim, nas amostras de origem humana foram identificados o genótipo A1 em 22 
amostras (64,7%), o genótipo A2 em 2 amostras (5,9%), o genótipo A3 em 4 
amostras (11,8%), os genótipos A1 e A2 em 2 amostras (5,9%), os genótipos A2 
e A3 em 1 amostra (2,9%), os genótipos A1 e A2 ou A3 em 1 amostra (2,9%) e os 
genótipos B4 e B2 ou B3 em 2 amostras (5,9%). 
Nas amostras de origem canina, foram identificados o genótipo A1 em 20 
amostras (64,5%), os genótipos A1 e A2 em 1 amostra (3,2%), o assemblage C 
em 2 amostras (6,5%), o assemblage D em 2 amostras (6,5 %), o assemblage C 
e o genótipo A1 em 2 amostras (6,5%) e o assemblage D e o genótipo A1 em 4 
amostras (12,9%).  
Em relação à presença de misturas de assemblages/genótipos nas amostras 
de origem humana, pode verificar-se que foram identificadas em 6 amostras 
(17,6%) misturas de genótipos pertencentes ao mesmo assemblage (A1, A2 e A3) 
(Tabela IX). Contrariamente, as misturas de assemblages/genótipos identificadas 
em 7 amostras (22,6%) de origem canina foram na maioria de diferentes 
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assemblages, só uma amostra é que apresentou uma mistura de dois genótipos 
do mesmo assemblage (A1e A2) (Tabela IX). 
 
 
Tabela IX – Distribuição dos assemblages e genótipos de G. lamblia em função da origem 
das amostras, humanas e caninas. A genotipagem foi realizada por sequenciação de 
fragmentos do gene da β-giardina. 
 
Assemblage/genótipo Humanas Caninas Total 
A1 22 (64,7%) 20 (64,5%) 42 
A2 2 (5,9%) 0 2 
A3 4 (11,8%) 0 4 
A1 + A2 2 (5,9%) 1 (3,2%) 3 
A2 + A3 1 (2,9%) 0 1 
A1 + A2 ou A3 1 (2,9%) 0 1 
B4 + B2 ou B3 2 (5,9%) 0 2 
C 0 2 (6,5%) 2 
D 0 2 (6,5%) 2 
C + A1 0 2 (6,5%) 2 
D + A1 0 4 (12,9%) 4 
Total 34 31 65 
 
 
Analisando os resultados obtidos pela sequênciação (Tabela IX) e 
relativamente à totalidade dos isolados identificados, observa-se que nas 
amostras de origem humana foram identificados 36 isolados de G. lamblia 
pertencentes ao assemblage A (90%) e 4 isolados do assemblage B (10%) 
(Figura 14). Em relação às amostras de origem canina, foram identificados 28 
isolados de G. lamblia pertencentes ao assemblage A (73,7%), 4 isolados ao 
assemblage C (10,5%) e 6 isolados pertencentes ao assemblage D (15,8%) 
(Figura 14). 
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Figura 14 – Distribuição dos assemblages A, B, C e D de G. lamblia em função da origem da 
amostra. Os resultados foram expressos em percentagem do número total de isolados 
identificados.  
Figura 15 – Relações entre a quantidade de quistos observados através do exame 
microscópico e os assemblages/genótipos de G. lamblia presentes nas amostras 
(χ2=42,5; p=0,001). (+: 1 a 5 quistos por preparação; ++: 5 a 10 quistos por preparação; +++: 
10 a 20 quistos por preparação; ++++: > 20 quistos por preparação). 
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Alguns estudos têm relacionado a sintomatologia com os diferentes 
assemblages e genótipos. No presente trabalho, estudaram-se as relações entre 
a carga parasitária, avaliada em função da excreção de quistos nas fezes, e os 
diferentes grupos genéticos (Figura 15). Observa-se que o genótipo A1 está 
fortemente associado a uma baixa excreção de quistos e que as cargas 
parasitárias elevadas estão associadas às misturas entre o assemblage A e os 
assemblages específicos do cão (C e D) (χ2=42,5; p=0,001). 
 
 
2.4. Alinhamento de sequências 
 
O alinhamento das sequências estudadas foi realizado através das 
plataformas informática Clustal W (Thompson et al., 1994) e MEGA 4.0 (Tamura 
et al., 2007). 
Comparando as sequências obtidas no presente estudo, desde o nt 383 até ao 
nt 609 do gene da β-giardina, com algumas sequências de referência de 
diferentes assemblages/genótipos (A1, A2, A3, B4, C e D) (Figura 16), podem-se 
observar as diferenças e as semelhanças encontradas nos isolados de G. lamblia 
caracterizados no presente trabalho, bem como com as que caracterizam cada 
um dos diferentes grupos genéticos de referência. O alinhamento representado na 
figura 16 é exemplificativo dos diferentes assemblages/genótipos identificados 
nas amostras humanas e caninas do presente trabalho. Pode observar-se que 2 
isolados humanos (H25 e X4) apresentaram diferenças na sequência em um 
nucleótido cada, relativamente a todos os outros isolados de G. lamblia. De facto, 
o isolado H25 apresenta uma citosina no nt 421, onde todos os outros isolados 
apresentam uma timina, e o isolado X4 apresenta uma guanina no nt 436, onde 
todos os outros apresentam uma adenina. De salientar a semelhança entre as 
sequências dos mesmos assemblages/genótipos provenientes de diferentes 
hospedeiros (homem e cão). 
 
 
 
 Figura 16 – Alinhamento múltiplo de fragmentos de sequências do gene da β-giardina de G. lamblia (desde o nt 383 até ao 609). As sequências 
[Portland1], [AY072723], [AY072724], [AY072726], [AY545646] e [AY545647] foram obtidas do GenBank e usadas como referência para as 
amostras apresentadas [X2], [H25] [N1], [X5], [X4], [X7], [X1], [N15], e [N17]. A numeração dos nucleótidos foi feita em relação à distância do codão 
de iniciação ATG da estirpe de referência Portland-1, número de acesso X14185 no GenBank. Os asteriscos indicam as posições onde os 
nucleótidos são iguais. 
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2.5. Análise filogenética 
 
A análise filogenética foi realizada segundo o método de Neighbour-Joining, 
através da utlilização da plataforma informática MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007), a 
partir das sequências nucleotídicas do gene da β-giardina de isolados humanos e 
caninos e de sequências de referência retiradas do GenBank. Deste modo, foi 
possível construir uma árvore filogenética (Figura 17) que permitiu estudar as 
relações de proximidade de cada um dos diferentes isolados de G. lamblia. 
A árvore filogenética ficou dividida em oito clusters. O primeiro, e mais 
numeroso, contem o genótipo A1 humano de referência (Portland-1) juntamente 
com 24 isolados de origem humana e 26 de origem canina. O segundo cluster 
engloba o genótipo A2 humano de referência (AY072723), 5 isolados de origem 
humana e um de origem canina. O terceiro cluster é formado pelo genótipo A3 
humano de referência (AY072724) e 5 isolados de origem humana. Muito 
próximos destes três clusters aparecem dois clusters formados pelos 
assemblages F (AY647264) e E (EU189373) específicos de gatos e animais de 
casco respectivamente. Os restantes clusters ficaram mais afastados tendo sido 
colocado o assemblage C canino de referência (AY545646) num sexto cluster 
juntamente com 4 isolados de origem canina. No sétimo cluster foram agrupados 
o genótipo B4 humano de referência (AY072726) com 2 isolados de origem 
humana e no último cluster aparece o assemblage D canino de referência 
(AY545647) e 6 isolados de origem canina. 
Através da observação dos valores de bootstrap (Figura 17), verifica-se que os 
grupos mais consistentes são o assemblage A (100), o assemblage B4 (99), o 
assemblage C (94) e o assemblage D (100). 
Os isolados humanos H25 e X4 foram colocados no primeiro e terceiro 
clusters, respectivamente A1 e A3, mas apresentam diferenças em relação aos 
outros isolados dos respectivos clusters.  
__________________ 
Figura 17 – Análise filogenética de G. lamblia pelo método de neighbour-joining de sequências do gene da β-
giardina (desde o nt 383 até ao nt 609), obtida pelo programa MEGA versão 4.0. As amostras analisadas 
foram comparadas com as sequências de referência: genótipo A1 [Portland1]; genótipo A2 [AY072723]; 
genótipo A3 [AY072724]; genótipo B4 [AY072726]; assemblage C [AY545647]; assemblage D [AY545646]; 
assemblage E [EU189373] e assemblage F [AY647264] obtidas do GenBank. 
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Figura 17 – (legenda na página anterior) 
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G. lamblia apresenta uma dispersão global, sendo o parasita intestinal mais 
comum em humanos nos países desenvolvidos. Além disso, tem sido também 
encontrado em animais domésticos, nomeadamente em animais de casco, cães e 
gatos e ainda em alguns animais selvagens e aves. Durante os últimos anos, têm 
sido feitos inúmeros esforços para se tentar saber se alguns desses animais 
podem actuar como reservatórios, transmissores ou receptores de G. lamblia. 
 
O trabalho desenvolvido teve como principal objectivo a caracterização 
genética de G. lamblia de forma a identificar os assemblages/genótipos que 
circulam no nosso país e determinar o potencial papel dos cães na transmissão 
da parasitose. Para isso, procedeu-se inicialmente ao estudo parasitológico de 
fezes de origem humana e canina e, de seguida, as amostras positivas a G. 
lamblia foram caracterizadas genotipicamente e avaliadas as suas relações 
filogenéticas.  
 
O exame coproparasitológico foi realizado por observação microscópica após 
concentração das fezes e pela pesquisa de antigénios de Giardia pelo teste 
imunocromatográfico. Em relação às amostras caninas, observou-se que quase 
metade das amostras (49,2%) foi positiva ao teste imunocromatográfico enquanto 
que 50,8% foram negativas (Figura 6). No entanto, nas de origem humana apenas 
13,8% foram positivas para o mesmo teste. Em relação à detecção de G. lamblia 
pelo exame microscópico observaram-se quistos de Giardia em 49,2% das 
amostras caninas e em 6,9% das amostras humanas (Figura 7). Quando se 
comparam os resultados obtidos por estes dois métodos (Tabela VI), verifica-se 
que para as amostras de origem canina os resultados obtidos, em percentagem, 
são iguais. No entanto, os resultados não são coincidentes nos dois métodos 
quando se analisam as amostras individualmente. De facto, existem 4 amostras 
classificadas como positivas pelo teste imunocromatográfico mas negativas 
através do exame microscópico e outras 4 classificadas como negativas pelo 
teste imunocromatográfico mas positivas através do exame microscópico (Tabela 
VI). Duas amostras de origem humana foram classificadas como positivas pelo 
teste imunocromatográfico mas negativas quando avaliadas pelo exame 
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microscópico. Estas discrepâncias podem ser multifactoriais. A detecção de 
antigénios de Giardia e a não observação de quistos nas amostras pode ser 
devida a uma fraca excreção de quistos na altura da colheita, a problemas de 
armazenamento e transporte das amostras ou mesmo devido a erros cometidos 
pelo microscopista. Por outro lado, a negatividade a antigénios de Giardia e a 
observação de quistos nas amostras não deveria ser frequente. No entanto, e 
segundo o próprio fabricante do produto, a utilização deste exame 
imunocromatográfico é apenas sugerida para a detecção qualitativa de G. lamblia 
em fezes humanas. Uma vez que a situação só foi observada em amostras 
caninas, tudo indica que a origem da amostra pode ter influenciado a técnica, 
nomeadamente através do efeito de reacções cruzadas com substâncias 
inibitórias presentes nas fezes dos animais. Mesmo assim, a concordância 
estatística entre a análise imunocromatográfica e o exame microscópico, quando 
analisadas apenas as amostras de origem canina, revelou-se satisfatória 
(k=0,731; p<0,001) . 
A comparação dos dois métodos, quando analisadas as amostras totais, 
humanas e caninas, revelou uma excelente concordância estatística (k=0,761; 
p<0,001). Assim, o teste imunocromatográfico mostrou-se adequado para o 
screening rápido de Giardia, tanto em fezes humanas como caninas. Estes dados 
são de elevada importância, porque nunca haviam sido publicados resultados 
acerca da aplicabilidade do exame imunocromatográfico, originalmente concebido 
para utilização em amostras de origem humana, a amostras de origem canina. 
Por outro lado, conseguiu-se demonstrar que este método detecta antigénios de 
G. lamblia não só nos assemblages A e B, característicos dos humanos, mas 
também nos assemblages C e D, considerados específicos dos cães (Tabela IX). 
Considerando em simultâneo os dados obtidos pelos dois métodos de 
detecção atrás referidos, verificou-se que a prevalência de G. lamblia foi de 55,8% 
para as amostras de origem canina e de 13,8% para as amostras de origem 
humana (Tabela VI). Analisando os valores de prevalências referidos noutros 
estudos, verifica-se que o valor obtido neste trabalho foi um dos mais elevados 
até agora descritos. A grande maioria dos estudos refere prevalências de 10% em 
cães em idade adulta e de 30 a 50% em cachorros (Zygner et al., 2006; Mundim 
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et al., 2007; Liu et al., 2008; Meireles et al., 2008). Adicionalmente, um estudo 
efectuado no Brasil agrupou os cães em função das condições em que viviam e 
obteve prevalências de 49,7% nos animais que viviam em canis (Mundim et al., 
2007). Assim, a elevada prevalência encontrada no presente trabalho deve estar 
relacionada com a origem das amostras caninas. De facto, as amostras foram 
obtidas num abrigo para animais (canil municipal) onde provavelmente os animais 
estabeleram contactos muito próximos com a natureza, viveram em condições de 
higiene e alimentação precárias e estiveram sujeitos a níveis de stresse elevados. 
Estes factores podem contribuir para o enfraquecimento do sistema imune dos 
animais, aumentando deste modo a probabilidade de infecção. De facto, a 
prevalência geral de parasitas, protozoários e helmintas, bem como a presença 
de multiparasitismo foi muito elevada (Figura 8), apontando para níveis de grande 
susceptibilidade e de baixas condições de higiene. 
Em relação à prevalência obtida em humanos, verifica-se que o valor de 
13,8% obtido se encontra dentro dos valores esperados, tendo em conta o nível 
de desenvolvimento do país e a idade dos indivíduos incluídos neste estudo. De 
facto, diversos estudos efectuados em crianças referem prevalências que variam 
entre 12 e 28% (Chaves Mdel et al., 2007; Jacobsen et al., 2007; Malatyali et al., 
2007; Volotão et al., 2007; Almerie et al., 2008), apesar de em alguns casos esse 
valor poder ser um pouco mais baixo (Warunee et al., 2007; Wani et al., 2007). 
Curiosamente, as prevalências mais baixas foram obtidas em países 
considerados em vias de desenvolvimento, como a Tailândia e a Índia, locais 
onde seria de esperar uma maior prevalência do parasita. 
Diferentes estudos têm demonstrado que a prevalência de G. lamblia é maior 
entre crianças do que em adultos (Yoder & Beach, 2007), factor este associado à 
falta de conhecimento e de consciencialização das regras básicas de higiene, 
bem como devido à imaturidade do sistema imune nesta fase da vida.  
 
As infecções com o parasita intestinal G. lamblia apresentam uma dispersão 
global, tanto em humanos como em animais, estando já identificadas diversas 
vias de transmissão, principalmente através da água (Thompson, 2004). Para 
melhor compreender o mecanismo epidemiológico deste tipo de infecções, é 
necessário determinar se G. lamblia tem a capacidade de infectar humanos 
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através de uma via zoonótica e conseguir identificar os grupos de animais que 
possam intervir nesse processo, actuando como fontes e veículos de transmissão. 
Só depois de adquirido um conhecimento alargado acerca dos potenciais 
mecanismos zoonóticos de G. lamblia é que estarão reunidas as condições 
necessárias para se estabelecerem as medidas eficazes de prevenção e controlo 
da infecção.  
A caracterização molecular de isolados de G. lamblia tem-se revelado uma 
ferramenta muito útil em todo este processo. De facto, permite identificar os 
diferentes genótipos da espécie e correlacioná-los, em função das diferenças e 
semelhanças, com diferentes grupos de animais e diferentes comunidades, assim 
como determinar de forma objectiva as fontes de infecção em grandes surtos e 
em casos isolados (McIntyre et al., 2000; Robertson et al., 2006).  
Estudos anteriores demonstraram que os cães podem desenvolver infecções, 
não apenas com os assemblages que lhe são específicos (C e D), mas também 
com os assemblages de G. lamblia unanimemente considerados zoonóticos 
(Cacciò et al., 2005). Contudo, os processos epidemiológicos que servem de 
suporte à transmissão zoonótica ainda não foram devidamente definidos. Até 
hoje, apenas dois estudos conseguiram obter fortes evidências que corroboram a 
participação dos cães em ciclos de transmissão zoonótica de G. lamblia ao 
homem. Um dos estudos foi realizado numa comunidade relativamente isolada da 
região de Assam na Índia (Traub et al., 2004) e outro em comunidades que viviam 
em templos de Bangkok na Tailândia (Inpankaew et al., 2007). Nestas 
comunidades foi possível reunir algumas características difíceis de reproduzir 
noutros estudos, nomeadamente o factor isolamento e o contacto próximo entre 
humanos e animais. No entanto, e devido às dificuldades óbvias em encontrar 
comunidades deste género susceptíveis de serem estudadas, a grande maioria 
dos dados que encontramos na literatura foram obtidos com ensaios realizados 
em ambientes domésticos e/ou urbanos. 
 
No presente trabalho caracterizaram-se geneticamente isolados de G. lamblia 
de origem humana e canina. De facto, este estudo constitui a primeira 
caracterização molecular de isolados caninos de G. lamblia em Portugal. Foi 
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ainda possível proceder à análise filogenética de forma a avaliar a homologia 
entre os isolados de Portugal bem como com os já descritos noutros países. A 
caracterização genética foi realizada por amplificação e restrição (PCR-RFLP) de 
fragmentos específicos do gene da β-giardina e por sequenciação de fragmentos 
específicos do mesmo gene.  
Em relação aos resultados obtidos com o PCR-RFLP (Tabela VIII), verificou-se 
que o assemblage A foi identificado em 94,1% das amostras humanas e em 
86,6% das amostras caninas positivas a G. lamblia (22 amostras com o 
assemblage A, uma com mistura de assemblage A e assemblage C e 3 com 
mistura de assemblage A e assemblage D). O assemblage B foi detectado em 
5,9% das amostras humanas, tendo sido o assemblage C encontrado em 10% 
das amostras caninas (2 amostras com o assemblage C e 1 amostra com mistura 
de assemblage C e assemblage A) e o assemblage D em 16,7% das amostras 
caninas (2 com assemblage D e 3 com mistura de assemblage D e assemblage 
A) (Tabela VIII). Os resultados alcançados reforçam as evidências de que os 
humanos são apenas susceptíveis aos assemblages A e B e não aos 
assemblages C e D, específicos do cão.  
Em relação aos resultados obtidos por sequênciação do gene da β-giardina, 
(Tabela IX), observa-se que o genótipo zoonótico A1 foi bastante comum entre os 
cães, tendo sido identificado em 87,1% das amostras e foi mais frequente que os 
assemblages C e D, considerados específicos destes animais. De facto, apenas 
13% dos animais infectados por G. lamblia transportavam o assemblage C (2 
amostras com o assemblage C e outras 2 com uma mistura de assemblage C e 
genótipo A1) e 19,4% com o assemblage D (2 amostras com o assemblage D e 4 
amostras com mistura de assemblage D com genótipo A1) (Tabela IX). As co-
infecções, bastante comuns entre os cães, foram detectadas em 22,6% das 
amostras de origem canina, envolvendo sempre o genótipo zoonótico A1 e na 
maioria das vezes dois assemblages diferentes (Tabela IX). Estes dados sugerem 
um grande nível de exposição, e consequente infecção, destes animais a 
diferentes fontes do parasita. Ainda de destacar a identificação do genótipo A2 
numa amostra de origem canina. Esta detecção é de elevada importância, uma 
vez que o genótipo A2 era considerado, até há bem pouco tempo, um genótipo 
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antroponótico ou seja, específico do homem. De facto, existem apenas três 
trabalhos recentemente publicados (Lalle et al., 2005b; Mendonça et al., 2007; 
Eligio-Garcia et al., 2008) que descrevem o genótipo A2 em amostras não 
humanas. De salientar ainda que um dos isolados A2 identificados em amostras 
não humanas foi obtido de um animal de casco proveniente do norte de Portugal 
(Mendonça et al., 2007), relativamente próximo em termos geográficos da região 
onde foi recolhida a amostra canina do presente estudo. Tentar estabelecer uma 
relação entre os dois animais é altamente especulativa, mas não deixa de ser 
interessante verificar a presença deste genótipo, que até há bem pouco tempo era 
considerado específico de humanos, em dois animais que partilham uma 
proximidade geográfica assinalável. Estudos mais detalhados de ambos os 
isolados seriam de elevado interesse científico. 
Os valores de genotipagem obtidos por sequênciação nas amostras de origem 
canina são concordantes com dados verificados noutros estudos, nomeadamente 
em relação à prevalência do assemblage A. De facto, num estudo realizado na 
Alemanha observou-se uma prevalência do assemblage A de cerca de 60% 
(Leonhard et al., 2007) e num estudo levado a cabo no México observou-se uma 
prevalência de 63% (Eligio-García et al., 2005). Contrariamente, outros estudos 
só observaram os assemblages C e D (Abe et al., 2003; Rimhanen-Finne et al., 
2007; Souza et al., 2007; Szénàsi et al., 2007) ou pelo menos estes eram os mais 
frequentes (Zygner et al., 2006; Scaramozzino et al., 2008). 
Quando se comparam os resultados obtidos no PCR-RFLP (Tabela VIIII) com 
a sequenciação (Tabela IX), verifica-se que a sequenciação permitiu detectar 
mais duas misturas de assemblages nas amostras caninas, uma com assemblage 
C e assemblage A e outra com assemblage D e assemblage A. Adicionalmente, a 
análise da sequência permitiu a identificação dos genótipos dentro de cada 
assemblage. A elevada prevalência do genótipo zoonótico A1 bem como a 
presença de um isolado A2 nos cães sugere que estes animais podem 
representar um risco para a saúde pública. 
 
Estudos levados a cabo em diferentes países têm vindo a demonstrar que as 
prevalências dos assemblages A e B em humanos são bastante diversas. 
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Estudos realizados na Austrália, Canadá, Holanda, e Argentina, constataram um 
maior predomínio do assemblage B, em detrimento do assemblage A (Guy et al., 
2004; Read et al., 2004; van der Giessen et al., 2006; Minvielle et al., 2008). No 
entanto, os resultados obtidos no presente trabalho estão mais concordantes com 
aqueles adquiridos em estudos levados a cabo na Alemanha, China, Brasil, 
Uganda, Nova Zelândia, Egipto, Portugal e México, onde tem sido referida uma 
maior predominância do assemblage A (Karanis & Ey., 1998; Yong et al., 2000; El 
Graczyk et al., 2002; Learmonth et al., 2003; Shazly et al., 2004; Sousa & Poiares 
da Silva, 2004; Lalle et al., 2005; Sousa et al., 2006; Volotão et al., 2007). A 
prevalência do assemblage B foi apenas de 5,9 %, estando todas as outras 
amostras infectadas com isolados do assemblage A (Tabela IX). No entanto, é 
necessário ter algum cuidado quando se comparam as prevalências obtidas nos 
vários estudos publicados, uma vez que as genotipagens são muitas vezes 
levadas a cabo em populações heterogéneas, nomeadamente em relação à idade 
e sintomatologia dos indivíduos estudados.  
Nas amostras de origem humana também foram detectadas co-infecções em 
algumas amostras, sendo que, e ao contrário do que sucedeu com a maioria das 
amostras de origem canina, nenhuma delas envolveu misturas de assemblages 
diferentes. De facto, das 6 amostras (17,6%), onde foram detectadas co-
infecções, 4 envolveram genótipos do assemblage A (11,8%) e 2 envolveram 
genótipos do assemblage B (5,9%). A ocorrência de infecções mistas tem vindo a 
ser descrita em vários países, situando-se a sua prevalência entre os 2% e 21% 
(Hopkins et al., 1997; Traub et al., 2004; Lalle et al., 2005a,b). A ocorrência de co-
infecções pode reflectir uma complexa circulação do parasita no ambiente e a 
exposição dos humanos a diversas fontes de contaminação. De facto, tendo em 
conta que Giardia é um organismo aparentemente assexuado, que se multiplica 
por divisão mitótica, a comunidade científica tem vindo a interpretar a presença de 
mais do que um único nucleótido na mesma posição de uma sequência genética 
como uma co-infecção do parasita. No entanto, segundo alguns estudos recentes, 
é possível que ocorra recombinação meiótica neste organismo, e que ela possa 
ser responsável pela “falsa” identificação de diferentes genótipos nas mesmas 
amostras (Cooper et al., 2007; Teodorovic et al., 2007). De facto, alguns 
 
71 
Discussão 
 
resultados sugerem a presença de recombinação entre isolados do genótipo A2 
de origem humana (Cooper et al., 2007) e entre os genótipos A1 e B de isolados 
axenizados (Teodorovic et al., 2007). Neste trabalho, e partindo do princípio 
defendido por estes autores, podem ter sido estudadas amostras onde tenha 
ocorrido recombinação entre isolados dos assemblages A (A1, A2 e A3) (Tabela 
IX) e entre os isolados do assemblage B (B2, B3 e B4) (Tabela IX) e, portanto, 
não corresponderem a verdadeiras co-infecções. Contudo, e apesar dos dados 
anteriormente citados sugerirem que a recombinação meiótica possa ocorrer em 
G. lamblia, a reprodução sexuada ainda não foi directamente observada. Para 
além disso, o seu impacto na genética do organismo é algo que continua por 
elucidar (Birky, 2005; Logsdon, 2008). 
O estudo filogenético realizado pela comparação das sequências do gene da 
β-giardina revelou elevada homologia entre isolados humanos e caninos 
identificados no assemblage A (Figura 17). De salientar o facto de 2 amostras 
humanas estudadas, H25 e X4, apresentarem uma alteração num nucleótido em 
relação às restantes sequências incluídas nos genótipos A1 e A3, 
respectivamente (Figura 16). Uma dessas amostras difere apenas num nucleótido 
(nt 421) das sequências características do genótipo A1, enquanto a outra difere 
num nucleótido das sequências típicas do genótipo A3 (nt 436) (Figura 16). No 
entanto, ambas as amostras necessitam de ser analisadas em outros loci de 
genes, de modo a se confirmar se as alterações observadas podem ser 
associadas ou não a um novo genótipo. 
Em conclusão, podemos referir o predomínio evidente do assemblage A em 
ambos os grupos estudados, sugerindo que os cães podem desempenhar um 
papel importante em ciclos zoonóticos de G. lamblia, actuando como receptores, 
reservatórios e/ou transmissores do parasita, em diferentes fases do ciclo. De 
facto, verificou-se que os isolados do genótipo A1 e A2 encontrado nos cães são 
idênticos aos isolados do mesmo genótipo encontrado nas amostras de origem 
humana (Figuras 16 e 17). Contudo, qualquer conclusão sobre a transmissão 
zoonótica deve ser feita com precaução, uma vez que a detecção de genótipos 
similares ou diferentes, dispersos em diversos hospedeiros não é, por si só, prova 
conclusiva da ocorrência ou não ocorrência de transmissão (Thompson, 2004).  
 
72 
Discussão 
 
Embora a caracterização molecular de Giardia de diferentes hospedeiros seja 
imperativa para o estudo epidemiológico da giardíase no homem e animais, 
outros estudos contemplando os clássicos factores de risco e vigilância cruzada 
são necessários de forma a compreender a dinâmica da transmissão de Giardia 
nas áreas endémicas e para determinar o nível de participação de cada 
hospedeiro como fonte de infecção para indivíduos susceptíveis e populações.  
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ANEXO I 
Preparação de soluções 
Anexos 
 
 
 
Preparação de 500 mL de solução de Tris-borato-EDTA (TBE) 10×
 
Para preparar uma solução de TBE (10×) pesou-se:  
• 7,44 g de EDTA (M = 372,24 g), 0,5 M, pH 8.0. 
• 54 g de Tris base (M = 121,1 g). 
• 27,5 g de ácido bórico (M = 61,8 g)  
 
Adicionou-se cerca de 500 mL de água destilada. Na preparação do EDTA, 
mediu-se o pH e ajustou-se com NaOH até se obter pH 8.0.  
 
 
Preparação de 100 mL de gel de agarose 
 
Para 100 mL de gel de agarose 1% adicionou-se 1 g de agarose a 100 mL de 
TBE 1x. Seguidamente levou-se ao microondas até a agarose se dissolver por 
completo, resultando uma solução transparente e homogénea. Depois da solução 
arrefecer até ≈50ºC adicionou-se 1,25 µL de Brometo de Etídio e agitou-se até 
homogeneizar. Finalmente coloca-se a solução no suporte e deixou-se solidificar. 
 
 
Preparação de solução stock e de trabalho de Primers
 
G7 (39,2 nmol) 
Adicionou-se 392 µL de água ultra pura para se obter uma solução stock de 
100 µM. Para obter uma solução de trabalho a 10 µM, retirou-se 10 µL de solução 
stock e adicionou-se 90 µL de água ultra pura (solução 1:10). 
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G759 (40,9 nmol) 
Adicionou-se 409 µL de água ultra pura para se obter uma solução stock de 
100 µM. Para obter uma solução de trabalho a 10 µM, retirou-se 10 µL de solução 
stock e adicionou-se 90 µL de água ultra pura (solução 1:10). 
 
G376 (35,7 nmol) 
Adicionou-se 357 µL de água ultra pura para se obter uma solução stock de 
100 µM. Para obter uma solução de trabalho a 10 µM, retirou-se 10 µL de solução 
stock e adicionou-se 90 µL de água ultra pura (solução 1:10). 
 
G2005F (34,9 nmol) 
Adicionou-se 349 µL de água ultra pura para se obter uma solução stock de 
100 µM. Para obter uma solução de trabalho a 10 µM, retirou-se 10 µL de solução 
stock e adicionou-se 90 µL de água ultra pura (solução 1:10). 
 
G2005R (29,1 nmol) 
Adicionou-se 291 µL de água ultra pura para se obter uma solução stock de 
100 µM. Para obter uma solução de trabalho a 10 µM, retirou-se 10 µL de solução 
stock e adicionou-se 90 µL de água ultra pura (solução 1:10). 
 
 
Preparação de solução de sacarose a 1 M
Preparou-se cerca de 200 mL de solução de sacarose 1 M. Assim, a cerca de 
200 mL de água destilada adicionou-se 68,46 g de sacarose (M = 342,30g) e 
agitou-se até se obter uma solução homogénea. 
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ANEXO II 
Genótipos identificáveis no fragmento do gene da β-giardina estudado
 
 
A1                     G AAC GAG ATC GAG GTC  
 
A1 CGC CGC GTC GAC GAC GAC ACG CGC GTG AAG ATG ATC AAG GAC GCC ATC GCA CAC CTC GAC AGG CTC ATC CAG ACG GAG TCG AGG AAG  
B1   . ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ..T ... ..A ... ... ... ..A ... ... ... ... 
C    . ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ..G ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... 
D1   . ... ... ... ..T ... ... ..T ..C ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... 
E    . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
F    . ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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Anexos 
 
 
110 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A sequência tem início no nt 99 e termina no nt 759, enumerados a partir do 
codão de iniciação ATG da estirpe de referência Portland-1, número de acesso 
X14185 no GenBank (Cacciò et al, 2002 e Lalle et al, 2005). 
 
